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Glioblastooma on aggressiivinen aivokasvain, johon ei ole parantavaa hoitoa. Glioblastooma-
potilaiden keskimääräinen elin-ikä on noin vuosi diagnoosin jälkeen. Tätä luonteeltaan ag-
gressiivista ja hyvin invasiivista kasvainta pidetään yhtenä tappavimmista kasvaintyypeistä. 
Glioomassa angiogeneesi on runsasta verrattuna moniin muihin kasvaintyyppeihin ja an-
giogeneesi vaikuttaakin olevan merkittävä tekijä kasvaimen etenemisessä. 
 
Lipoksygenaaseilla on todettu useita eri vaikutuksia moniin erilaisiin solutason tapahtumiin 
kuten angiogeneesiin ja apoptoosiin. 15-lipoksygenaasi-1:n vaikutuksista syövän kehitykseen 
on saatu ristiriitaisia tuloksia riippuen kasvaimen tyypistä sekä kudoksesta, jossa kasvain si-
jaitsee. Tässä tutkimuksessa haluttiin perehtyä tarkemmin 15-LO-1-geenin vaikutuksia glio-
blastoomaan.  
 
Työssä tutkittiin 15-lipoksygenaasi-1:n vaikutusta gliooman kasvuun rottamallissa. Kloonattu 
LV-1-hPGK-15-LO-1 plasmidi siirrettiin lentivirukseen, jota käytettiin virusvektorina rotan 
BT4C-glioomasolulinjan solujen transduktiossa. Siirtogeeniset solut siirrettiin leikkauksessa 
BDIX-kannan urosrottien aivoihin. Kasvainten kasvua seurattiin rottien aivojen magneettiku-
vauksella noin kahden viikon välein. Kokeen lopussa rotat lopetettiin ja aivoista leikattiin 
histologisia leikkeitä, jotka värjättiin hematoksyliini-eosiini-värjäyksellä sekävihreän fluore-
soivan proteiinin vasta-aineilla siirtogeenisten solujen paikantamiseksi. 
 
Neljä kymmenestä kontrolliryhmän rotasta kehitti aivokasvaimen. 15-lipoksygenaasi-1 siirto-
geenisessä ryhmässä ei yksikään rotista kehittänyt aivokasvainta. Tämä viittaisi siihen, että 
15-LO-1-geeni ehkäisi kasvainten muodostumista. 
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1 JOHDANTO 
 
Glioblastooma on aggressiivinen aivokasvain, johon ei ole tehokasta parannuskeinoa. Aggres-
siivisimpaan muotoon, glioblastoomaan, sairastuneiden potilaiden keskimääräinen elinikä on 
noin vuosi diagnoosin jälkeen (Mirimanoff ym. 2006; Stupp ym. 2005). Tätä luonteeltaan 
aggressiivista ja hyvin invasiivista kasvainta pidetään yhtenä tappavimmista kasvaintyypeistä. 
 
Angiogeneesi on tiukasti erilaisten pro- ja antiangiogeneettisten signaalien toimestasäädelty 
tapahtuma (Hanahan ja Folkman 1996). Pahanlaatuisessa glioomassa angiogeneesi on runsas-
ta verrattuna moniin muihin kasvaimiin (Brem ym. 1992). Angiogeneesi vaikuttaa olevan 
tärkeä vaihe gliooman etenemisessä. Tästä syystä erilaisten antiangiogeenisten strategioiden 
hyödyntäminen saattaisi olla potentiaalinen gliooman hoitomahdollisuus.  
 
Lipoksygenaasit ovat solunsisäisiä entsyymejä, jotka hapettavat joko vapaita tai esteröityneitä 
monityydyttymättömiä rasvahappoja (Pidgeon ym. 2007; Viita ja Ylä-Herttuala 2000).        
15-lipoksygenaasi-1:llä on todettu olevan tärkeä rooli muun muassa solujen erilaistumisessa 
ja kasvussa sekä tulehduksessa, astmassa, karsinogeneesissä ja ateroskleroosissa (Kühn ym. 
2002). 15-lipoksygenaasi-1:n vaikutuksista syövän kehitykseen on saatu kuitenkin ristiriitaisia 
tuloksia riippuen kasvaimen tyypistä sekä kudoksesta, jossa kasvain sijaitsee. Tällä tutkimuk-
sella haluttiin tarkastella lähemmin 15-LO-1:n vaikutuksia angiogeneesiin glioblastoomassa.  
 
Geeniterapialla tarkoitetaan geneettisen materiaalin siirtämistä potilaan soluihin terapeuttises-
sa tarkoituksessa (Bansal ja Engelhard 2000). Geeninsiirto voidaan suorittaa käyttäen non-
viraalisia menetelmiä tai virusvektoreiden avulla. Usein käytettyjä virusvektoreita ovat 
adenovirus, adenoassosioitu virus, bakulovirus sekä retrovirusten ryhmään kuuluvat lentivi-
rukset. 
 
Tässä työssä haluttiin tarkastella lähemmin 15-lipoksygenaasi-1:n vaikutuksia gliooman kas-
vuun rotan glioomamallissa. 
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2 KIRJALLISUUSKATSAUS 
 
2.1 Gliooma 
 
Gliooma on hermotukisoluista eli gliasoluista kehittyvä keskushermoston kasvain. Yleisim-
min glioomat luokitellaan maailman terveysjärjestö WHO:n esittämien kriteerien mukaan 
(Louis ym. 2007). Hoidettavuuden parhaana mittarina toimii histologiaan perustuva luokittelu 
lievimmistä gradus I kasvaimista aggressiivisimpiin gradus IV kasvaimiin eli glioblastoomiin. 
Gradus I kasvaimissa solut jakaantuvat hitaasti ja parantavaksi hoidoksi riittää leikkaushoito. 
Gradus II kasvaimissa solut jakaantuvat hitaasti, mutta tunkeutuvat ympäröivään kudokseen. 
Näille kasvaimilla on myös taipumus uusiutua ja osa gradus II kasvaimista etenee ajan mittaa 
pahemman laatuisiksi kasvaimiksi. Gradus III kasvaimet ovat pahanlaatuisia. Histologisesti 
kasvaimen pahanlaatuisuuteen viittaavat tumien epätyypillisyys ja kasvainsolujen lisääntynyt 
mitoottinen aktiivisuus. Useissa tapauksissa gradus III kasvaimia hoidetaan säde- ja kemote-
rapialla. Gradus IV kasvaimet ovat pahanlaatuisia ja mitoottisesti aktiivisia kasvaimia, joissa 
esiintyy nekroottisia alueita. Gradus IV kasvaimiin liittyy myös nopea taudinkulku, joka joh-
taa lopulta kuolemaan. 
 
Glioblastoomassa keskimääräinen elinajan ennuste on noin vuosi. Luonteeltaan glioblastooma 
on aggressiivinen ja hyvin invasiivinen kasvain, jota pidetään yhtenä tappavimmista kasvain-
tyypeistä. Glioomapotilaita hoidetaan leikkaushoidolla kasvaimen sijainnin niin salliessa. 
Leikkaushoito ei kuitenkaan paranna sairautta, kun pahanlaatuinen gliooma on sairaudelle 
tyypillisellä tavalla tunkeutunut ympäröivään kudokseen. Lisäksi hoitona käytetään sädehoi-
toa sekä kemoterapiaa. Vaikka viime vuosikymmenien aikana monien syöpien hoidot ovat 
kehittyneet merkittävästi, ei gliooman hoidossa ole tapahtunut merkittäviä läpimurtoja. Uusia 
hoitomahdollisuuksia tarvitaan kipeästi. 
 
2.1.1 Glioomien luokittelu 
 
Glioomien luokittelussa käytetään Maailman terveysjärjestön (WHO) laatimaa kasvainten 
histologiaan perustuvaa menetelmää (Louis ym. 2007). Glioomat jaetaan astrosytoomiin ja 
oligodendroglioomiin. 
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2.1.2 Astrosyyttiset kasvaimet 
 
WHO jakaa astrosyyttiset kasvaimet eli astrosytoomat seitsemään eri ryhmään: pilosyyttinen 
astrosytooma, subependymaalinenjättisoluastrosytooma, pleomorfinenksantoastrosytooma, 
diffuusi astrosytooma, anaplastinen astrosytooma, gliomatosis cerebri ja glioblastooma (Louis 
ym.2007). 
 
Pilosyyttinen astrosytooma on luokan I gliooma. Luonteeltaan pilosyyttinen astrosytooma on 
yleensä hitaasti kasvava, selkeärajainen, usein kystinen kasvain, jota esiintyy yleensä lapsilla 
ja nuorilla aikuisilla. Histologialtaan pilosyyttistä astrosytoomaa kuvaillaan kasvaimeksi, jos-
sa tavataan kahta erin tyyppistä kudosta, joista toisessa on vaihteleva määrä pienikokoisia 
kaksitumaisia soluja sekä Rosenthalin kuituja ja toisessa löyhärakenteisia monitumaisia soluja 
sekä mikrosyyttejä ja eosinofiilisiä jyväisiä kappaleita. Potilaiden keskimääräinen ikä kasvai-
men toteamishetkellä on 19.6 ± 12.7 vuotta (Burkhard 2003).  
 
Gradus I subependymaalinen jättisoluastrosytooma on tyypiltään hyvänlaatuinen, hitaasti 
kasvava kasvain, joka tavallisesti muodostuu lateraalisen aivokammion seinään. Histologisena 
tunnusmerkkinä ovat isot ganglioidiset astrosyytit. 
 
Pleomorfinenksantoastrosytooma on gradus II astrosyyttinen kasvain, johon sairastuneet ovat 
tyypillisesti nuoria aikuisia ja lapsia. Noin kaksi kolmasosaa potilaista on alle 18-vuotiaita 
(Giannini ja Scheithauer 1997). Kasvain sijaitsee yleensä isoaivojen pinnalla ylettyen usein 
myös aivokalvoon. Histologisina piirteinä pidetään monimuotoisia ja rasvoittuneita soluja, 
jotka ilmentävät GFAP:tä (gliaalinenfibrillaarinen hapan proteiini) ja joita usein ympäröi reti-
kuliiniverkosto sekä eosinofiiliset granulaariset kappaleet. 
 
Diffuusi astrosytooma on ympäröivään kudokseen tunkeutuva gradus II astrosytooma, johon 
sairastuvat usein nuoret aikuiset. Sairastuneiden keski-ikä on 34 vuotta. Kasvaimelle tyypilli-
siä ominaisuuksia ovat solujen erilaistumisen korkea aste ja hidas kasvu. Tätä kasvain tyyppiä 
esiintyy koko keskushermoston alueella, mutta yleisin se on aivoteltan yläpuolella. Diffuusi 
astrosytooma kehittyy useissa tapauksissa anaplastiseksi astrosytoomaksi ja lopulta glioblas-
toomaksi. 
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Anaplastinen astrosytooma on luonteeltaan pahanlaatuinen (gradus III) astrosytooma, johon 
sairastuvat yleensä aikuiset. Eräässä tutkimuksessa sairastuneiden keski-ikä oli 45,5 ± 16,2 
vuotta (Ohgaki 2005). Yleensä kasvain sijaitsee pleomorfisenksantoastrosytooman tavoin 
isoaivojen pinnalla. Histologisesti anaplastista astrosytoomaa luonnehtii tumien poikkeava 
ulkonäkö, lisääntynyt solujen määrä ja jakaantumisnopeus. Anaplastinen astrosytooma voi 
kehittyä gradus II diffuusista astrosytoomasta tai de novo eli ilman aiemmin havaittuja muu-
toksia. Tällä kasvain tyypillä on taipumus kehittyä glioblastoomaksi 1,4 ± 1 vuodessa.  
 
Gliomatosis cerebri on yleensä voimakkaasti ympäröivään kudokseen tunkeutuva kasvain, 
joka yltää laajalle alueelle keskushermostossa ulottuen ainakin kolmeen aivolohkoon. Kasvain 
on useimmiten astrosyyttistä tyyppiä, mutta muutkin tyypit ovat mahdollisia. 
 
Glioblastooma on pahanlaatuinen gradus IV kasvain. Glioblastooma on yleisin ja pahanlaatui-
sin primäärinen aivokasvain, joka on vallitsevan astrosyyttinen. Histologisia piirteitä ovat 
tumien epätyypillisyys, solujen monimuotoisuus, mitoottinen aktiivisuus, verisuonitukkeumat, 
pienten verisuonten lisääntyminen ja kuoliot. Kasvaintyyppi esiintyy pääasiallisesti aikuisilla 
sijaiten tyypillisesti toisessa isoaivopuoliskossa. Glioblastoomat jaetaan primaareihin sekä 
sekundaareihin kasvaimiin. Primaarinen glioblastooma muodostuu de novo eli ilman aiemmin 
havaittuja muutoksia. Sekundaarinen glioblastooma kehittyy ajan kuluessa invasiivisesta gra-
dus II astrosytoomasta tai gradus III anaplastisesta astrosytoomasta. Primaariin glioblastoo-
maan sairastuneiden keski-ikä on 62,2 ± 13,4 vuotta (Ohgaki 2005). Primaariin glioblastoo-
maan sairastuvat ovat yleensä keski-iältään vanhempia kuin sekundaariin glioblastoomaan 
sairastuvat. Ympäröivään kudokseen tunkeutuvan luoteensa vuoksi glioblastoomaa ei pystytä 
poistamaan täysin leikkauksella ja potilaiden elinajanennuste on heikko. 
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2.1.3 Oligodendrogliaaliset kasvaimet 
 
WHO jakaa oligodendrogliaaliset kasvaimet neljään ryhmään: oligodendrogliooma, anaplas-
tinen oligodendrogliooma, oligoastrosytooma ja anaplastinen oligoastrosytooma. 
 
Oligodendrogliooma on ympäröivään kudokseen tunkeutuva gradus II kasvain, jossa solut 
ovat pitkälle erilaistuneita. Tämä aikuisilla esiintyvä kasvaintyyppi sijaitsee usein toisessa 
isoaivopuoliskossa ja koostuu kasvainsoluista, jotka muistuttavat morfologialtaan oligoden-
drogliasoluja. Sairastuneiden keski-ikä on 40,9 ± 15,1 vuotta (Ohgaki 2005). Kromosomipuu-
tokset 1p ja 19p ovat tyypillisiä kyseiselle kasvaintyypille. 
 
Anaplastinen oligodendroglioma on gradus III oligodendroglioma. Histologialtaan se on joko 
pesäkemäinen tai hajaantunut kasvaintyyppi, jonka ennuste on huono. Sairastuneiden keski-
ikä on noin 50 vuotta (Ohgaki 2005). 
 
Oligoastrosytooma on hajaantuvasti ympäröivään kudokseen tunkeutuva gradus II gliooma. 
Kasvain koostuu seoksesta kahta erityyppistä syöpäsolua, jotka muistuttavat morfologialtaan 
oligodendroglioomaa sekä diffuusia astrosytoomaa. Sairastuneiden keski-ikä on 41,1 ± 9,9 
vuotta (Ohgaki 2005). Gradus III anaplastiseen oligoastrosytoomaan sairastuneiden keski-ikä 
on yleensä noin 50 vuotta (Ohgaki 2005).  
 
2.1.4 Kasvainten esiintyvyys 
 
Tutkimuksessa, jossa selvitettiin aikuisväestössä esiintyvien aivokasvainten esiintyvyyttä poh-
joismaissa, kasvainten esiintyvyys oli miehillä 8,4–11,8 tapausta ja naisilla 5,8 – 9,3 tapausta 
100000 ihmistä kohti vuodessa (Lönn ym. 2004). 
 
Glioblastooma on aivokasvaimista yleisin. Primaareja glioblastoomia todettiin vuodessa 3,55 
tapausta 100000 henkilöä kohden (Ohgaki 2005). Primaariin glioblastoomaan sairastuneista 
miehiä oli 1,34-kertainen ja sekundaariin 0,65-kertainen määrä naisiin verrattuna. 
 
Muista astrosyyttisista kasvaimista pilosyyttinen astrosytooma on yleisin. Sen ilmentymistä ja 
taudista selviytymistä on tutkittu Zürichissä kerätyn potilasaineiston avulla (Burkhard 2003). 
Tutkimuksessa todettiin 0,38 tapausta 100 000 henkilöä kohti vuodessa Euroopan väestöön 
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sovitettuna. Kaikista todetuista oligodendrogliaalisista ja astrosyyttisistä kasvaimista 5,5 % oli 
pilosyyttisiä astrosytoomia. Sukupuolella ei todettu olevan merkittävää vaikutusta kasvaimen 
ilmaantumiseen miesten ja naisten välisen sairastuvuuden suhteen ollessa 1,12. Anaplastista 
astrosytoomaa esiintyy 0,25 tapausta 100 000 henkeä kohden vuodessa. 
 
Oligodendrogliaalisista kasvaimista yleisin on oligodendrogliooma, jota esiintyy vuodessa 
0,27 tapausta 100 000 henkeä kohden (Ohgaki 2005). Oligoastrosytoomaan vastaava esiinty-
vyys on 0,10 / 100 000. Muut oligodendroglioomat ovat esiintyvyydeltään vielä hieman har-
vinaisempia. 
 
2.1.5 Potilaiden elinajanennuste 
 
Potilaista, joilla oli todettu pilosyyttinen astrosytooma, 100 % oli hengissä viisi vuotta diag-
noosin jälkeen (Burkhard 2003). Kymmenen vuotta diagnoosin jälkeen hengissä oli 95,8 % 
potilaista. Myös pleomorfisella ksantoastrosytoomalla on melko hyvä ennuste. Eräässä tutki-
muksessa potilaiden eloonjäänti viiden vuoden jälkeen oli 81 % ja kymmenen vuoden jälkeen 
70 % (Giannini ym. 1999). Kasvainvapaa eloonjäänti viiden vuoden jälkeen oli 72 % ja 
kymmenen vuoden jälkeen 61 %.  Diffuusissa astrosytoomassa potilaiden keskimääräinen 
elinaika kasvaimen kirurgisen poiston jälkeen vaihtelee kuuden ja kahdeksan vuoden välillä 
(Louis ym. 2007). Eräässä tutkimuksessa keskimääräinen elinaika anaplastisen astrosytooman 
diagnoosin jälkeen oli 1,6 vuotta (Ohgaki 2005). Samassa tutkimuksessa primaariseen glio-
blastoomaan sairastuneiden keskimääräinen elinaika oli vain 4,9 kuukautta. 
 
Glioblastoomassa ikä vaikuttaa potilaiden selviytymiseen (Ohgaki ym. 2004). Kasvaimen 
kirurgista poistoa ei suoriteta iäkkäämmille potilaille yhtä usein kuin nuoremmille. Keskimää-
räinen elinajanennuste glioblastoomapotilaille on 10–15 kuukautta (Mirimanoff ym. 2006; 
Stupp ym. 2005) 
 
Oligodendroglioomassa keskimääräinen elinajan ennuste on 11,6 vuotta (Ohgaki 2005). Sa-
massa tutkimuksessa oligoastrosytoomaan sairastuneiden keskimääräinen elinaika sairastumi-
sen jälkeen oli 6,6 vuotta. Oligoastrosytoomapotilaista 49 % oli elossa kymmenen vuotta sai-
rastumisen jälkeen. 
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2.1.6 Gliooman genetiikka 
 
Tyypillisiä mutaatioita glioomissa ovat heterotsygotian menetys (LOH) kromosomeissa 1p, 
10q ja 19q, kasvainproteiini 53:n (TP53) mutaatio, epidermaalisen kasvutekijän reseptorin 
(EGFR) toiminnan vahvistuminen, geenin INK4a homotsygoottinen deleetio, joka johtaa     
16 kilodaltonin (kDa) kokoisen proteiinin (p16
INK4a
) toiminnan häiriintymiseen sekä fosfataa-
si- ja tensiinihomologin (PTEN) mutaatio (Ohgaki 2005). Kuvassa 1 on esitetty eri geneettis-
ten muutosten yleisyys anaplastisen kasvaimen eri kehitysvaiheissa. 
 
 
Kuva 1. Geneettisten muutosten yleisyys eri vaiheissa astrosytooman edetessä (Ohgaki ym. 2004). 
 
Heterotsygotian menetyksellä tarkoitetaan geenin toisen alleelin toiminnan menetystä tapauk-
sessa, jossa toinen alleeli on jo valmiiksi toimimaton. Seurauksena geenin toiminta menete-
tään. Kun kyseessä on kasvurajoitegeeni, toimivan muodon menetys saattaa johtaa kasvaimen 
syntyyn. TP53 on tunnettu kasvurajoitegeeni, joka toimii solusyklin säätelyssä, DNA vaurion 
käsittelyssä, apoptoosissa, angiogeneesissä sekä erilaistumisessa (Ständer ym. 2004). Toinen 
paljon tutkittu kasvurajoitegeeni on PTEN.  
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EGFR on solukalvon läpäisevä reseptori, johon sitoutuvat epidermaalisen kasvutekijäperheen 
proteiinit. Sen toiminnan voimistumiseen johtavat muutokset helpottavat mitoosia ja estävät 
apoptoosia kasvainsoluissa (Nagane ym. 1996). Myös itse epidermaalisen kasvutekijän 
(EGF)sekä vaskulaarisen endoteelisen kasvutekijän (VEGF) yli-ilmentymistä esiintyy glioo-
missa (Maher ym. 2001; Plate ym. 1992). Nämä muutokset aiheuttavat verisuonien lisäänty-
mistä sekä helpottavat migraatiota. 
 
Sekundaarisissa gradus III-IV astrosytoomissa esiintyy muutoksia solusykliä säätelevässä 
kompleksissa. Mutaatioita esiintyy p16 geenissä, sykliineistä riippuvaisessakinaasissa neljä 
(cdk-4) sekä kuusi (cdk-6), sykliini D1:ssä ja retinoblastooma geenissä (Rb) (Maher ym. 
2001; Nakamuraym. 2001). Deleetiot p16/cdkn2A geenissä, cdk-4:n vahvistuminen sekä mu-
taatiot Rb geenissä johtavat solusyklin kontrollin menetykseen siirryttäessä G1-vaiheesta S-
vaiheeseen. Näitä muutoksia esiintyy 60 %:ssa anaplastisista astrosytoomista sekä suurimassa 
osassa glioblastoomia (Ichimura ym. 1996). 
 
Kaikista glioomissa esiintyvistä mutaatioista tunnusomaisin on 80 %:ssa kaikista oligoden-
droglioomista esiintyvä LOH 1p ja 19q (Reifenberger ym. 1994). 
 
2.1.7 Geneettiset muutokset primaarisissa ja sekundaarisissa glioblastoomissa 
 
Primaari ja sekundaari glioblastoomat esiintyvät yleensä eri-ikäisillä potilailla ja muodostuvat 
erilaisten geneettisen muutosten kautta. Sveitsiläiseen potilasaineistoon pohjautuvassa artik-
kelissa yleisimmät glioblastoomaan johtavat muutokset olivat LOH 10q (69 %), EGFR:n vah-
vistuminen (34 %), TP53 mutaatio (31 %), p16
INK4a
 homotsygoottinen deleetio (31 %) sekä 
PTEN mutaatiot (24 %) (Ohgaki ym. 2004). Primaarissa glioblastoomassa geneettisten muu-
tosten esiintyvyys oli edellä mainitun kaltainen. Sekundaarissa glioblastoomassa mutaatiot 
TP53:ssa (65 %) sekä LOH 10 q (63 %) olivat selvästi yleisempiä kuin muut mutaatiot. 
p16
INK4a
:n homotsygoottista deleetiota esiintyi 19 %:ssa, EGFR:n vahvistumista kahdeksassa 
prosentissa ja PTEN mutaatioita havaittiin vain neljässä prosentissa tapauksista. Kun potilai-
den ikä otettiin huomioon tarkasteltaessa eri mutaatioiden vaikutusta elinajan ennusteeseen, 
LOH 10q voitiin liittää huonompaan ennusteeseen. TP53 mutaatio kodonissa 175 näytti myös 
vaikuttavan laskevasti elinajan ennusteeseen, vaikka ero ei ollutkaan tilastollisesti merkittävä. 
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Tyypillisiä geneettisten muutosten yhdistelmiä ovat LOH 10q sekä EGFR:n vahvistuminen 
(25.8 %), LOH 10q ja TP53 mutaatio (23.7 %), LOH 10q ja p16
INK4a
 homotsygoottinen delee-
tio (23.3 %), p16
INK4a
 homotsygoottinen deleetio ja EGFR:n vahvistuminen (17.0 %) sekä-
LOH 10q ja PTEN mutaatio (16.2 %) (Ohgaki ym. 2004). Lukuun ottamatta EGFR:n vahvis-
tumisen sekä p16
INK4a
 homotsygoottisen deleetion esiintymistä samanaikaisesti, vaikuttavat 
TP53 mutaatiot, p16
INK4a
 homotsygoottinen deleetio, EGFR:n vahvistuminen ja PTEN mutaa-
tiot esiintyvän harvoin toistensa kanssa samanaikaisesti (Ohgaki ym. 2004).  
 
2.2 Angiogeneesi 
 
Angiogeneesi tarkoittaa verisuonten muodostumista. Normaalisti verisuonten muodostumista 
esiintyy esimerkiksi sikiönkehityksessä, haavan parantumisessa sekä naisten kuukautiskier-
rossa (Bergers ja Benjamin 2003). Verisuonten tarkoitus on hapen ja ravinteiden kuljetus so-
luille sekä kuona-aineiden kuljetus soluista pois. Nämä tapahtumat ovat tärkeitä myös syö-
päsoluille. Kasvaimen kasvun kannalta on tärkeää turvata kasvaimen sisään jäävien syö-
päsolujen aineenvaihdunta kasvattamalla uusia verisuonia vastaamaan näistä tehtävistä. Nor-
maalisti angiogeneesi on tiukasti säädelty erilaisten pro- ja antiangiogeenisten signaalien toi-
mesta (Hanahan ja Folkman 1996). Kasvaimissa tämä säätely on häiriintynyt ja kallistunut 
enemmän proangiogeenisten signaalien suuntaan. 
 
2.2.1 Angiogeneesi glioomassa 
 
Angiogeneesi eli verisuonten uudismuodostus on pahanlaatuisessa glioomassa hyvin runsasta 
verrattuna useimpiin muihin kasvaintyyppeihin (Brem ym. 1992). Eräässä tutkimuksessa to-
dettiin astrogliaalisten kasvainten runsaan verisuonituksen liittyvän potilaan huonompaan 
ennusteeseen (Leon ym. 1996). Hyvänlaatuisissa glioomissa ei ole havaittavissa lisääntynyttä 
verisuonten määrää, ja siksi voidaankin olettaa gliooman kehityksen ja edistymisen pahanlaa-
tuiseksi glioomaksi riippuvan angiogeneesistä (Plate ja Risau 1995). Tästä syystä antian-
giogeenisestä terapiasta on tullut yksi syöpätutkimuksen kiinnostuksen kohde. 
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2.2.2 Angiogeneesin genetiikka 
 
Useat eri pro- ja antiangiogeeniset signaalit vaikuttavat verisuonten muodostumiseen. Näistä 
signaaleista mm. VEGF perheen on todettu liittyvän gliooman angiogeneesiin (Neufeld ym. 
1999). Tämän lisäksi on löydetty lukuisia muita angiogeneesiin vaikuttavia sytokiineja kuten 
fibroplastin kasvutekijä (FGF), verihiutalekasvutekijä (PDGF) sekä angiopoietiinit (Ang). 
 
VEGF-A on yksi VEGF-perheen jäsen, jolla on todettu merkittäviä vaikutuksia angiogenee-
siin. VEGF-A:sta käytetään yleisesti merkintää VEGF. Sen tärkeä merkitys normaalille kas-
vulle sekä verisuonten kehitykselle on todistettu käyttäen VEGF inhibiitiota (Gerber ym. 
1999) sekä poistogeenisiä hiiriä (Ferrara ym. 1996). VEGF:n transkription on todettu lisään-
tyvän hypoksiassa (Shweiki ym. 1992) ja iskemiassa (Banai ym. 1994). Myös PDGF, FGF, 
EGF, kasvaimen nekroositekijä α (TNF-α) sekä interleukiini-1 (IL-1) lisäävät VEGF:n ilmen-
tymistä (Ferrara ja Davis-Smyth 1997). On myös mahdollista, että VEGF:n aktivoituminen 
johtuu geneettisestä muutoksesta (Rak ja Kerbel 2001). Lisäksi VEGF:n on todettu lisäävän 
endoteelisolujen selviytymistä, jakaantumista, migraatiota sekä putkien muodostamista 
(Ferrara 2004). VEGF:n on todettu esiintyvän lähes kaikissa tähän mennessä tutkituissa kiin-
teissä kasvaimissa. 
 
Proangiogeenisten signaalinen lisäksi esiintyy myös useita antiangiogeenisiä signaaleja. En-
dogeenisiä angiogeneesin estäjiä ovat muun muassa angiostatiini (Troyanovskya ym. 2001) ja 
endostatiini (O'Reilly ym. 1997). Angiogeneesin säätely on monimutkainen useiden eri mole-
kyylien yhteisvaikutusten kokonaisuus. 
 
2.3 15-Lipoksygenaasi 
 
Oksygenaasit on entsyymiperhe, joka dioksygenoi tyydyttymättömiä rasvahappoja saaden 
aikaan solukalvojen oksidaatiota ja signaalimolekyylien synteesiä (Maccarrone ym. 2001). 
Syklo-oksygenaasit (COX) ovat entsyymejä, jotka kuuluvat oksygenaasiperheeseen. Ne tuot-
tavat prostanoideja, arakinodihaposta muodostuvia lipidivälittäjiä, joilla on useita biologisia 
rooleja ja toimintoja (Bishop-Bailey ja Wray 2003). Toinen oksygenaasiperheen ryhmä on 
lipoksygenaasit (LO). 
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Lipoksygenaasit ovat solunsisäisiä entsyymejä, jotka hapettavat joko vapaita tai esteröityneitä 
monityydyttymättömiä rasvahappoja (Pidgeon ym. 2007; Viita ja Ylä-Herttuala 2000). Lipok-
sygenaasit tunnistavat monityydyttymättömien rasvahappojen 1,4-pentadieeni rakenteen ja 
liittävät niihin yksittäisiä happimolekyylejä. Lipoksygenaasit tuottavat arakidonihaposta (AA) 
reaktiivisia hydroperoksieikosatetraenoidihappoa (HPETE), joka pelkistyy vähemmän reaktii-
viseksi hydroksieikosatetraenoidihapoksi (HETE) (kuva 2). Linoleenihaposta (LA) reak-
tiotuotteena syntyy hydroksyoktadekadienoidihappoa (HODE). Lipoksygenaaseja on eristetty 
kasveista, eläimistä ja mikro-organismeista (Kühn ym. 2002). 
 
 
 
Kuva 2. Arakidonihapon metaboloituminen eri lipoksygenaaseilla (Viita ja Ylä-Herttuala 2000). 
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2.3.1 Lipoksygenaasit 
 
Lipoksygenaasit on nimetty sen mukaan, mihin hiileen ne lisäävät hapen (Kühn ja Thiele 
1999). Tunnettuja lipoksygenaaseja ovat 5-LO, 8-LO, 12-LO sekä 15-LO. Tämä nimeämis-
menetelmä on kuitenkin osoittautunut turhan suppeaksi ja pelkistäväksi kaikkien lipoksy-
genaasien luokitteluun. Entsyymien uudeksi ryhmittelyksi onkin ehdotettu entsyymien jakoa 
fylogeneettisin perustein neljään eri ryhmän: 12(S)/15(S)-LO:t (retikulosyyttiset ja leukosyyt-
tiset LO:t), verihiutaletyypin 12(S)-LO:t, 5(S)-LO:t sekä epidermistyypin LO:t (Fürstenberger 
ym. 2002) (Kuva 3). 
 
 
Kuva 3. Lipoksygenaasien fylogeneettinen luokittelu(Fürstenberger ym. 2002). 
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Lipoksygenaasiproteiinit koostuvat yhdestä polypeptidiketjusta, jonka molekyylimassa on 75–
80 kDa eläimillä ja 94–104 kDa kasveilla vaihdellen eri lipoksygenaasien välillä (Brash 
1999). N-terminaaliosassa sijaitsee β–tynnyri domeeni. Non-hemirautamolekyyli on liittynee-
nä suuren katalyyttisen domeenin konservoituneisiin histidiineihin sekä C-terminaalisessa 
osassa sijaitsevan konservoituneen isoleusiinin karboksyyliryhmään. 
 
2.3.2 Lipoksygenaasien substraattispesifisyys, tuotteet sekä fysiologiset roolit 
 
Eri lipoksygenaasit suosivat eri substraatteja ja tuottavat eri reaktiotuotteita. 5-LO suosii C20 
rasvahappoja (Ochi ym. 1983). Reagoidessaan AA:n kanssa 5-LO:ta aktivoivan proteiinin 
läsnäollessa lopputuotteena muodostuu leukotrieenejä (Pidgeon ym. 2007). Leukotrieeneillä 
on kliinisissä tutkimuksissa todettu olevan yhteyksiä muun muassa astmaan ja allergioihin 
(Peters-Goldem ja Henderson 2007). Lisäksi leukotrieenien tiedetään vaikuttavan tulehduk-
sessa, syövässä sekä ateroskleroosissa. 
 
12(S)-LO:sta esiintyy kolmea eri isoformia, jotka eroavat substraattispesifisyydeltään. Veri-
hiutaletyyppi 12(S)-LO:n pääsubstraatti on AA kun taas leukosyyttityyppi 12(S)-LO voi käyt-
tää substraattinaan yhtä tehokkaasti sekä AA:ta (C20-rasvahappo) että C18- ja C22-
rasvahappoja (Yamamoto 1992). Hiiren epidermaalinsen 12(S)-LO:n pääasiallinen tuote on 
reaktiossa AA:n kanssa muodostuva 12(S)-HETE (Funk ym. 1996). Lisäksi sen tuotteena 
muodostuu pieniä määriä 15(S)-HETEä. Hiiren 8(S)-LO käyttää substraattinaan sekä AA:ta 
että LA:ta (Jisaka ym. 1997). Hiiren 8(S)-LO:n, sitä vastaavan muodon ihmisessä 15(S)-LO-
2:n, 12(R)-LO:n ja e-LOX-3:n on arveltu liittyvän epidermaalisten keratinosyyttien erilaistu-
miseen (Fürstenberger ym. 2002; Fürstenberger ym. 2007). Tämän lisäksi e-LOX-3 saattaa 
vaikuttaa rasvasolujen erilaistumiseen. Myös verihiutaletyypin 12(S)-LO:n on arveltu liitty-
vän ihokasvainten kuten papiloomien sekä okasolusyöpien kehitykseen (Krieg ym. 1995). 
 
Retikulosyyttityypin 15-LO (15-LO-1) pystyy hapettamaan tyydyttymättömiä C18, C20 ja 
C22 hiiliketjuja (Yamamoto 1992). 15-LO-1 tuottaa pääsubstraatistaan, LA:sta, 13- HPODE:a 
(hydroperoksioktadekadienoidihappoa) ja AA:sta 15-HPETE:ä sekä sivutuotteena 12-
HPETE:ä (Viitaja Ylä-Herttuala 2000). Nämä tuotteet pelkistetään in vivo hydroksijohdannai-
siksi (15-HETE, 12-HETE ja 13-HODE). Epidermistyypin 15-LO (15-LO-2) käyttää sen si-
jaan primaarisena substraattinaan AA:ta tuottaen 15(S)-HPETE:ä (Brash ym. 1997). 
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2.3.3 15-lipoksygenaasi-1 
 
Pääasiallisesti 15-LO-1:tä esiintyy retikulosyyteissä, eosinofiileissä, ilmateiden epiteelisoluis-
sa (Hopkins ym. 1984; Gorman ym. 1985; Takayamaa ym. 1987; Buchanan ym. 1998) sekä 
makrofageissa ja ateroskleroottisissa leesioissa (Hiltunen ym. 1995). Entsyymillä on todettu 
olevan tärkeä rooli muun muassa solujen erilaistumisessa ja kasvussa sekä tulehduksessa, 
astmassa, karsinogeneesissä ja ateroskleroosissa (Kühn ym. 2002). 
 
2.3.4 15-LO-1:n ilmentymisen säätely 
 
15-LO entsyymien ilmentymiseen voidaan vaikuttaa transkription sekä translaation tasolla 
(Kühn ym. 2002). 15-LO-1:n ilmentymisen on todettu lisääntyvän useissa solulinjoissa inter-
leukiinikäsittelyn myötä (Conrad 1999).  Perifeerisissä monosyyteissä (Conrad ym. 1992) on 
havaittu interleukiini-4 (IL-4) käsittelyn jälkeen 15-LO-1:n ilmentymisen soluissa lisäänty-
neen. Myös keuhkojen A549 epiteelin karsinoomasoluissa (Brinckmann ym. 1996)on IL-4 
sekä interleukiini-13 (IL-13) käsittelyiden jälkeen havaittu 15-LO-1:n ilmentymisen lisäänty-
neen. Mekanismi, jolla tämä säätely tapahtuu, ei ole vielä täysin selvä. 
 
Nuorten kanien retikulosyyteissä ilmennetään runsaasti 15-LO-1:tä, mutta sen translaatio itse 
proteiiniksi on estynyt (Thiele ym. 1982). Tutkimuksissa on löydetty kaksi proteiinia, jotka 
pystyvät sitoutumaan toistojaksoihin mRNA:n 3’- päässä sijaitsevaan alueeseen, jossa ei ta-
pahdu translaatiota (3’ UTR). Näitä sekvenssejä kutsutaan differentiaatiokontrollielementeiksi 
(DICE). Proteiinin sitoutuminen DICE-alueelle estää 15-LO-1 mRNA:n translaation (Osta-
reck-Lederer ym.1994). Nämä kaksi translaatiota säätelevää proteiinia ovat hnRNP E1 sekä 
hnRNP K (Ostareck ym. 1997). 
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2.3.5 15-LO-1:n entsymaattisen aktiivisuuden säätely 
 
Tutkimuksissa on osoitettu, että lipidihydroperoksidit voivat aktivoida 15-LO-1:tä sitoutumal-
la entsyymiin säilyen samalla itse kemiallisesti muuttumattomana (Jones ym. 1996). Typpiok-
sidi säätelee 15-LO-1:n katalyyttistä aktiivisuutta vaikuttamalla non-hemiraudan hapetustilaan 
(Wiesner ym. 1996). Jo lyhytaikainen 15-LO-1:ninkubaatio anaerobisissa oloissa typpioksi-
dilla inhiboi 15-LO-1:n toimintaa. Fosfolipidihydroperoksidiglutationiperoksidaasi (PHGPX) 
on selenoperoksidaasi, joka kykenee vähentämään 15-LO-1:n peroksidaatiotuotteita (Schnurr 
ym. 1996). Lisäksi sen on todettu vähentävän 15-LO-1 aktiivisuutta. Kalsiumin on todettu 
lisäävän 15-LO-1:n aktiivisuutta granulosyyteissä (Nichols ja Vanderhoek 1991). 
 
Näiden 15-LO-1:n säätelyyn osallistuvien tekijöiden lisäksi 15-LO-1 toiminta estyy monityy-
dyttymättömien rasvahappojen oksygenaatiossa 15-LO-1 tuotteen 13-HPODE:n toimesta 
(Härtel ym. 1982).  
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2.3.6 Lipoksygenaasit angiogeneesissä 
 
Useat tutkimukset viittaavat 5- ja 12-LO metaboliittien angiogeneesiä ja karsinogeneesiä edis-
tävään vaikutukseen(Shureiqi ja Lippman 2001). 12(S)-HETE:n on havaittu lisäävän mikro-
vaskulaaristen endoteelisolujen määrää (Tang ym. 1995) sekä stimuloivan endoteelisolujen 
migraatiota (Nie ym. 2000). 12-LO:n on todettu vaikuttavan angiogeneesiin esimerkiksi 
VEGF:n säätelyn kautta (Nie ym. 2006; McCabe ym. 2006).  
 
Tulokset 15-LO-1:n vaikutuksista angiogeneesiin ovat vielä ristiriitaisia. Sekä angiogeneesiä 
edistäviä että ehkäiseviä vaikutuksia on havaittu. 15-LO-1 saattaa toimia angiogeneesiä estä-
vänä tekijänä ja siten hidastaa karsinogeneesiä(Maccarrone ym. 2001;Shureiqi ja Lippman 
2001;van Leyen ym. 1998).  
 
Lewis-keuhkokarsinoomamallissa 15-LO-1 transgeenisen hiiren keuhkometastaaseissa on 
suuri nekroottinen, runsaasta verenvuodosta kärsivä ydin, enemmän apoptoottisia soluja sekä 
runsaasti pieniä verisuonia monimutkaisena verkostona (Harats ym. 2005). Kontrollihiirillä ei 
tutkimuksessa havaittu nekroosia. Myös apoptoottisten solujen määrä oli kontrolleissa vähäi-
nen. Kasvainten verisuonituksessa ei kuitenkaan havaittu eroa. 15-LO-1 metaboliitti 15-okso-
eikosatetraeeni-happo estää endoteelisolujen jakaantumista estämällä DNA synteesiä (Wei 
ym. 2009). 
 
Tutkimuksessa ihmisen verkkokalvon hiussuonien epiteelisoluilla on osoitettu, että hypoksia 
indusoi 15-LO-1:n ilmentymistä ja siten lisää 15(S)-HETE:n tuotantoa, joka vuorostaan sti-
muloi epiteelisolujen migraatiota ja verisuonten muodostusta (Bajpai ym. 2007). Eturauhas-
syöpäsoluissa 15-LO-1:n on todettu lisäävän VEGF:n ilmentymistä (Kelavkar ym. 2001). 
Toisaalta 15-LO-1:n on todettu estävän VEGF:n ja istukan kasvutekijän (PlGF) vaikutuksia ja 
siten estävän angiogeneesiä (Viita ym. 2008). 
 
2.3.7 Lipoksygenaasit solukuoleman säätelijöinä 
 
Estettäessä 5-LO:n ja 12-LO:n ilmentymistä on havaittu apoptoosin lisääntymistä rintasyö-
vässä, paksusuolen syövässä, keuhkosyövässä sekä eturauhassyövässä (Shureiqi ym. 2005; 
Tong ym. 2002; Hoque ym. 2005;Leung ym. 2007;Pidgeon ym. 2002).  
 
 23 
Lewis-keuhkokarsinoomamallissa 15-LO-1 vähentää metastaasien kasvua ja pidentää merkit-
tävästi eläinten selviytymistä (Harats ym. 2005). Samassa tutkimuksessa hiiren rintakudoksen 
adenokarsinoomamallissa 15-LO-1 esti primaaristen kasvainten muodostumisen. 
 
Paksusuolen syövässä 15-LO-1:n on todettu vähentävän p21:n ilmentymistä (Yoshinaga ym. 
2004). p21 on E/CDK2 kompleksin muodostumista estävä proteiini. Tämä viittaisi siihen, että 
15-LO-1:n metabolia saattaa johtaa solusyklin pysähtymiseen solujakautumisen G1-vaiheessa 
paksusuolen syöpäsoluissa. Toisessa tutkimuksessa 15-LO-1:n lisäys esti tioredoksinreduk-
taasin aktiivisuutta, aiheutti solusyklin pysähtymistä G1-vaiheeseen sekä syöpää edistävän 
Bax-proteiinin lisääntymistä ihmisalkion munuaissolulinjassa (Yu ym. 2004).  
 
Useissa tutkimuksissa on todettu 15-LO-1:n ilmentymisen, 13-HODE:n sekä 15-HETE:n tuo-
tannon alentuneen ihmisen paksusuolen syövässä (Shureiqi ym. 1999; Chen ym. 2005; Heslin 
ym. 2005; Shureiqi ym. 2005; Zuo ym. 2009). Heikentynyt 15-LO-1:n ilmentyminen korreloi 
potilaiden heikomman selviytymisen kanssa luokan IV paksusuolensyövässä (Heslin ym. 
2005). Lisäksi non-steroidi-anti-inflamatooristen lääkkeiden (NSAID) eli tulehduskipulääk-
keiden on todettu indusoivan 15-LO-1:n ilmentymistä paksusuolen syöpäsoluissa. Tämän on 
todettu vähentävän solujen kasvua ja olevan oleellista NSAID:n käynnistämälle apoptoosille 
(Shureiqi ym. 2000).  
 
Mekanismi, jolla 15-LO-1 voisi estää karsinogeneesiä, ei ole vielä selvillä, mutta esimerkiksi 
15-LO-1:n reaktiotuotteen, 13-HODE:n, on todettu aktivoivan tumareseptoreita PPAR-γ 
(Yang ym. 2002) ja PPAR-δ (peroksisomiproliferaattoriaktivoitureseptori-δ) (Shureiq ym. 
2003). 15-LO-1:n reaktiotuote 15(S)-HETE puolestaan vaikuttaisi sitoutuvan PPAR-γ:aan ja 
aktivoivan apoptoosia kuolemanreseptoreiden ja kaspaasi-3 signaalireittien aktivaation kautta 
(Shankaranarayanan ja Nigam 2003). Kuolemanreseptorit ovat solukalvon reseptoreita, joiden 
aktivoituminen johtaa apoptoosiin. 
 
15-LO-1:n vaikutuksista syövän kehitykseen on kuitenkin saatu ristiriitaisia tuloksia riippuen 
kasvaimen tyypistä sekä kudoksesta, jossa se sijaitsee. Eturauhassyövässä 15-LO-1:n on to-
dettu lisäävän eturauhassyöpäsolulinjan PC-3:n tuumorigeenisyyttä (Kelavkar ym. 2001). 
Ristiriitaisista tuloksista huolimatta 15-LO-1 vaikuttaa potentiaaliselta molekyyliltä syövän 
hoidossa ja siksi sen vaikutusten tarkempi tutkiminen on tärkeää. 
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2.4 Geeniterapia 
 
Geeniterapialla tarkoitetaan geneettisen materiaalin siirtämistä potilaan soluihin terapeutissa 
tarkoituksessa (Bansal ja Engelhard 2000). Yleensä potilaaseen siirretään yksi tietty geeni ja 
useimmiten siirrettävä geneettinen materiaali on DNA:ta (deoksiribonukleiinihappoa). Gee-
niä, joka siirretään soluun, kutsutaan siirtogeeniksi. Siirtogeeni saattaa jäädä isäntäsolun ge-
nomin ulkopuolelle, jolloin sitä kutsutaan episomaaliseksi tai integroitua isäntäsolun geno-
miin. Siirtogeenin integroituessa isäntäsolun genomiin on olemassa insertionaalisen muta-
geneesin riski.  
 
DNA:n insertio soluun voidaan suorittaa usealla eri tavalla kuten liposomeilla, nanopartikke-
leilla tai injektoimalla paljasta DNA:ta. Kaikki edellä mainitut menetelmät ovat non-viraalisia 
geeninsiirtomenetelmiä. Toinen mahdollisuus geeninsiirtoon on virusvektoreiden käyttö. 
Geeniterapiassa käytettyjä viruksia ovat muun muassa adenovirukset, adenoassosioidut viruk-
set (AAV), bakulovirukset sekä retrovirukset kuten lentivirus.  
 
Geeninsiirto voidaan suorittaa joko siirtämällä virusvektorit suoraan hoidettavaan kohteeseen 
(in vivo -tekniikka) tai suorittamalla geeninsiirto ensin soluihin, jotka geeninsiirron jälkeen 
siirretään kohteeseen (ex vivo -tekniikka). Tammikuussa 1989 suoritettiin ensimmäinen gee-
ninsiirto ihmiseen käyttäen ex vivo -tekniikkaa (Rosenberg ym. 1990). Kasvaimesta eristettyi-
hin lymfosyytteihin tehtiin geeninsiirto käyttäen retrovirusta. Geeninsiirron jälkeen solut siir-
rettiin takaisin potilaisiin. Aivokasvainten geeniterapiassa terapeuttinen komponentti siirre-
tään aivoihin joko kasvaimen kirurgisenpoiston yhteydessä ruiskuttamalla se kasvainontelon 
seinämiin tai stereotaktisella injektiolla (Bansal ja Engelhard 2000).  Molemmat näistä mene-
telmistä ohittavat veriaivoesteen ja minimoivat systeemisen altistuksen komponentille.  
 
2.4.1 Geeniterapian strategiat syövän hoidossa 
 
Geeniterapiat voidaan luokitella niiden toimintaperiaatteen mukaan: geeniohjattu entsyy-
miesilääketerapia (GEPD), immunogeeniterapia, onkolyyttinen viroterapia, korjaava geenite-
rapia sekä vastinjuostegeeniterapia (Bansal ja Engelhard 2000). Näistä kolme ensin mainittua 
menetelmää tähtäävät syöpäsolujen tappamiseen kun taas loput menetelmistä tähtäävät solu-
jen toiminnan tai ilmiasun muuttamiseen. 
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Geeniohjatussa entsyymiesilääketerapiassa kasvainsoluihin siirretään geeni, joka tekee kas-
vainsoluista herkkiä ulkoiselle lääkeaineelle (Wildner 1999; Latchman 1999). Lääke vaikuttaa 
vain siirtogeenisiin soluihin. Immunogeeniterapian tavoitteena on saada immuunijärjestelmä 
tunnistamaan syöpäsolut ja tuhoamaan ne (Fueyo ym. 1999). Onkolyyttisessä viroterapiassa 
virus lisääntyy kohdennetusti kasvainsoluissa tuhoten niitä (Yoon ym. 2000). 
 
Korjaavassa geeniterapiassa yritetään palauttaa solujen menetetty solunjakautumisensäätely 
siirtämällä soluihin kasvaimen kasvua ehkäisevägeeni, jonka ilmentyminen estäisi syövän 
etenemisen, jättäen syöpäsolut kuitenkin henkiin (Bansal ja Engelhard 2000). Vastinjuoste-
geeniterapiassa siirtogeenillä yritetään estää syöpää edistävien geenien ilmentyminen. Siirto-
geeni tuottaa lyhyttä komplementaarista sekvenssiä tietylle geenille estäen geenin transkrip-
tiota sekä translaatiota. 
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2.4.2 Virusvektorit geeninsiirrossa 
 
Hyvän geeninsiirtovektorin tulisi olla toistuvasti tuotettavissa suurina konsentraatioina (Ver-
ma ja Weitzman 2005). Lisäksi olisi toivottavaa, että vektori voitaisiin kohdentaa tiettyihin 
solutyyppeihin esimerkiksi kasvainsoluihin. Usein toivotaan geeninsiirron olevan stabiili ja 
vaikutuksen pysyvä. Tämän saavuttamiseksi vektorin tulisi integroida DNA isäntäsolun ge-
nomiin tai DNA:n tulisi säilyä episomaalisena isäntäsolussa. DNA:n satunnaisessa integraati-
ossa on kuitenkin riski insertionaalisesta mutaatiosta. Näiden mutaatioiden torjumiseksi olisi 
toivottavaa, että vektori integroisi DNA:n vain tiettyyn turvalliseen kohtaan genomissa. Jois-
sakin tapauksissa olisi tärkeää, että siirtogeenin ilmentymiseen voitaisiin vaikuttaa. Geenin-
siirtovektori ei saa olla patogeeninen. On lisäksi toivottavaa, että vektori ei aiheuta ei-
toivottua immuunijärjestelmän aktivoitumista, joka saattaa johtaa vektorin inaktivaatioon. 
Edellä mainitut ominaisuudet koskevat sekä non-viraalisia että virusvälitteisiä geeninsiirto-
menetelmiä. 
 
Virusvälitteisessä geeninsiirrossa vektoreina käytetään muokattuja viruksia. Siirrettävä geeni 
liitetään viruksen genomiin ulkopuolisensäätelyalueen alaisuuteen (Verma ja Weitzman 
2005). Useimmiten käytetyt virusvektorit ovat kykenemättömiä replikoitumaan. Itsenäiseen 
replikaatioon kykeneviä viruksia käytetään onkolyyttisessä viroterapiassa. Viruksen genomis-
ta poistetaan geenejä, jotka koodaavat rakenneproteiineja sekä geenejä, jotka aiheuttavat vi-
ruksen patogeenisyyden. Näin virusvektoriin saadaan tilaa siirtogeenille ja siitä tehdään kyke-
nemätön itsenäiseen replikaatioon. Virusvektoreiden tuotannossa käytettävän avustajasolulin-
jan täytyy tuottaa vektorin genomista puuttuvat rakenneproteiinit. 
 
Virusvektorin ohjaamiseen vain tiettyyn kudokseen on kehitetty eri menetelmiä. DNA-
viruksille voidaan käyttää kudos- tai kasvainspesifisiä promoottoreita (Sadeghi ja Hitt 2005; 
Waehler ym. 2007). Käytetyt promoottorit säätelevät sellaisia geenejä, joiden tiedetään ilmen-
tyvän vain tietyn tyyppisessä kudoksessa. Näin virusvektori siirtogeenikin ilmentyy vain sel-
laisessa kudoksessa, jossa siihen liitetty promoottori voi ilmentää sitä. 
 
Transduktionaalisessa kohdentamisessa viruspartikkelin pintaproteiineja, jotka mahdollistavat 
viruksen kiinnittymisen solunpintaan, sen siirtymisen solun sisään tai molempia, muokataan 
(Waehler ym. 2007). Tätä menetelmää voidaan käyttää myös yhdistettynä transkriptionaali-
seen kohdentamiseen vektorin turvallisuuden parantamiseksi (Reynolds ym. 2001). Nämä 
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muutokset pintaproteiineissa voidaan toteuttaa pseudotyypittämällä vektori. Viruksen omat 
kiinnittymiseen liittyvät pintaproteiinit korvataan toisen viruksen vastaavilla proteiineilla vek-
torin pakkausvaiheessa. 
 
2.4.3 Adenovirusvektorit 
 
Adenovirukset aiheuttavat hepatiittia, lieviä hengitysteiden sairauksia sekä ruuansulatuskana-
van ja silmän sairauksia (Schaffer ym. 2008). Ihmisen adenoviruksesta on olemassa 50 eri 
serotyyppiä, joista kahta käytetään runsaasti geeniterapiassa. Adenovirukset ovat vaipattomia 
viruksia, jotka ovat halkaisijaltaan70–90nanometriä. Adenoviruksen noin 36 kiloemäksen 
(kb) kokoinen genomi koostuu kaksijuosteisesta DNA:sta.  
 
Adenovirus kykenee transdusoimaan sekä jakaantuvia että jakaantumattomia soluja (McCon-
nell ja Imperale 2004). Normaalisti insertin koko on enintään 5-8 kb, mutta pidemmälle muo-
kattuna adenovirusvektori pystyy siirtämään myös suuria, jopa 37 kb siirtogeenejä. Siirretyn 
geenin ilmentyminen on kuitenkin lyhytaikaista, koska siirtogeeni jää episomaaliseksi. Suu-
rimmat ongelmat adenovirusten käytössä ovat sen aiheuttamat immuunivaste sekä tulehdusre-
aktio.  
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2.4.4 Adenoassosioidut virusvektorit 
 
Adenoassosioidut virukset ovat pieniä, halkaisijaltaan 25 nm viruksia, joiden 4.7 kb:n genomi 
koostuu yksijuosteisesta DNA:sta (Schaffer ym. 2008). AAV vaatii tiettyjen tyypillisesti 
adenovirusten tarjoamien auttajaproteiinien läsnäoloa replikoituakseen. 
 
AAV ei ole taudinaiheuttaja ihmisille. Lisäksi sen immunogeenisyys on alhainen (Büning ym. 
2008). Nämä ominaisuudet ovat AAV-vektorin vahvuuksia geeniterapiassa. AAV pystyy 
transfektoimaan sekä jakautuvia että jakautumattomia soluja. Huolimatta siirtogeenin jäämi-
sestä episomaaliseksi sen ilmentyminen on pitkäaikaista. AAV-välitteisellä geenin siirrolla on 
saavutettu jopa yli vuoden kestänyt siirtogeenin ilmentyminen (Vassalli ym. 2003). Suurimpia 
ongelmia AAV-vektoreiden käytössä ovat siirtogeenin pieni koko, pieni riski insertionaalises-
ta mutaatiosta, koska pieni osuus vektoreista integroituu genomiin sekä virusvektorin laaja-
mittaisen tuotannon vaikeudet (Büning ym. 2008). AAV sallii normaalisti vain alle 5 kb:n 
inserttien siirron ja heterodimerisaation jälkeenkin vain alle 10 kb:n insertin siirron. 
 
2.4.5 Bakulovirusvektorit 
 
Bakulovirukset ovat suuria, 250–300 nm, sauvamaisia viruksia, joiden genomi koostuu kaksi-
juosteisesta DNA:sta (Hu 2008). Bakulovirukset eivät ole taudinaiheuttajia ihmiselle eivätkä 
ne missään olosuhteissa kykene replikoitumaan ihmiselimistössä. 
 
Balkulovirusten avulla on mahdollista siirtää suuria, jopa 100 kb:n, inserttejä (Hu 2008). Li-
säksi ne pystyvät transdusoimaan sekä jakautumattomia että jakautuvia soluja. Bakulovirusvä-
litteisessä geeninsiirrossa insertti ei integroidu isäntäsolun genomiin ja siirtogeenin ilmenty-
minen jää lyhytaikaiseksi. Virusvektoreiden tuottaminen korkeissa tiittereissä on helppoa. 
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2.4.6 Retrovirusvektorit 
 
Retrovirukset ovat viruksia, joiden genomi koostuu DNA:n sijaan ribonukleiinihaposta 
(RNA). Retrovirusvektorit on kehitetty yksinkertaisista onkoretroviruksista tai hieman moni-
mutkaisemmista lentiviruksista (Sinn ym. 2005).  
 
Yleisimmin käytetty lentivirusvektori on peräisin ihmisen immuunikatovirus-1:stä (HIV-1) 
(Sinn ym. 2005). Viruksen replikaation estämiseksi isäntäsolussa virusvektorin genomia on 
muokattu poistamalla suurin osavillityypin viruksen geeneistä. Virusvektori sisältää minimaa-
lisen määrän viruksen genomista sekä siirtogeenikasetin. Virussekvenssi viruspartikkelien 
pakkaamiseen siirretään erillisessä plasmidissa tuottajasoluihin vektoreita valmistettaessa. 
Lentivirusvektori on halkaisijaltaan 100 nm. Siirrettävä insertti voi olla kooltaan korkeintaan 
9 kb. Siirtogeeni integroituu isäntäsolun genomiin eli lentivirusvektoria käytettäessä esiintyy 
insertionaalisen mutaation riski. Lentivirukset kykenevät transdusoimaan sekä jakaantuvia 
että jakautumattomia soluja. Lentivirusvektorin etuna on sen aikaan saama siirtogeenin pysy-
vä ilmentyminen.  
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3 TUTKIMUKSEN TAVOITTEET 
 
Työssä haluttiin tutkia pysyvästi soluun siirretyn 15-LO-1-geenin vaikutusta kasvainten kas-
vuun rotan glioomamallissa. 15-LO-1:n vaikutuksista syövän kehitykseen on saatu ristiriitai-
sia tuloksia riippuen kasvaimen tyypistä sekä kudoksesta, jossa kasvain sijaitsee. Tällä tutki-
muksella haluttiin tarkastella paremmin 15-LO-1-geenin vaikutuksia glioblastoomassa. Tar-
koituksena oli vertailla miten 15-LO-1:tä ilmentävä aivokasvain eroaa aivokasvaimesta, johon 
ei kyseistä geeniä ole siirretty.  
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4 MATERIAALIT JA MENETELMÄT 
 
Työssä haluttiin tutkia 15-lipoksygenaasi-1:n ilmentymisen vaikutusta gliooman kasvuun. 
Kontrolligeeninä käytettiin vihreää fluoresoivaa proteiinia (GFP, green fluorescent protein). 
Aluksi kloonattiin LV-1-hPGK-15-LO-1 plasmidi, joka siirrettiin lentivirukseen. Rotan 
BT4C-glioomasolulinjan solut transdusoitiin tuotetulla viruksella sekä kontrolliksi aiemmin 
tuotetulla GFP:n sisältävällä viruksella. Transduktiossa siirtogeeni siirtyi pysyvästi soluun. 
Transdusoiduista soluista poimittiin yksittäisiä solukolonioita, joiden positiivisuus siirtogee-
nin suhteen testattiin polymeraasiketjureaktiolla (PCR) sekä Western blotilla. Siirtogeenin 
ilmentymisen varmistumisen jälkeen soluja kasvatettiin käyttöä varten. Solut siirrettiin leik-
kauksessa rottien aivoihin. Tämän jälkeen rottien aivot kuvattiin magneettikuvauksella (MRI) 
noin kahden viikon välein kasvainten kasvun seuraamiseksi. Kokeen lopussa rotat lopetettiin 
ja aivoista leikattiin histologisia leikkeitä. Leikkeitä värjättiin hematoksyliini-eosiini (H&E)-
värjäyksellä rakenteiden erottuvuuden parantamiseksi. Tämän lisäksi käytettiin GFP immu-
novärjäystä siirtogeenisten solujen paikantamiseksi. 
 
4.1 LV-1-hPGK-15-LO-1 plasmidin kloonaus 
 
Plasmidi on luontaisesti bakteereissa esiintyvä DNA-rengas. Kromosomien sijaan bakteerien 
perimäaines sijaitsee rengasmaisessa DNA-molekyylissä, jonka lisäksi solulimassa voi olla 
pienempiä rengasmaisia DNA-molekyylejä, joita kutsutaan plasmideiksi. Kloonauksessa ha-
luttu geeni siirretään työstämistä ja suurempien määrien tuottamista varten sopivaan plasmi-
dipohjaan. Tässä tapauksessa käytetty geeni oli 15-LO-1, joka siirrettiin LV-1-hPGK-GFP 
plasmidiin GFP:n tilalle (Mäkinen ym. 2006). 
 
4.1.1 Vektorin ja insertin eristys 
 
LV-1-hPGK-GFP plasmidista poistettiin GFP-geeni BamHI (MBI, Fermentas) -SalI (MBI, 
Fermentas) kaksoisdigestiolla. Tämä digestioreaktio suoritettiin kaksinkertaisessa Tango-
puskurissa (MBI, Fermentas), 20 µl:n tilavuudessa. Tämän jälkeen reaktioseosta inkuboitiin + 
37 °C tunnin ajan. pBluescript-15-LO-1 plasmidista (Ylä-Herttuala ym. 1990) poistettiin 
pBluescript-vektori EcoRI (MBI, Fermentas) -BglI (MBI, Fermentas) - BglII (MBI, Fermen-
tas) digestiolla kaksinkertaisessa Tango-puskurissa (MBI, Fermentas). Myös tämä digestio 
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suoritettiin 20 µl:n tilavuudessa ja reaktioseosta inkuboitiin + 37 °C tunnin ajan. Digestioiden 
jälkeen näytteet puhdistettiin Clean Up Spin-kitillä (Genomed) valmistajan ohjeen mukaan. 
Pylväästä näytteet liuotettiin 30 µl:aan steriiliä vettä. Puhdistamalla näytteet päästiin eroon 
mahdollisesti seuraavia reaktioita häiritsevistä aineista. 
 
LV-1-hPGK- ja 15-LO-1-sekvenssit bluntattiin T4 DNA polymeraasilla (MBI, Fermentas) 
valmistajan ohjeen mukaan. Lisäksi LV-1-hPGK:lle tehtiin fosfataasikäsittely CIAP:illa (calf 
intestine alkaline phosphatase, MBI, Fermentas) valmistajan ohjeen mukaan vektorin itseli-
gaation estämiseksi. Ennen fosfataasikäsittelyä näyte puhdistettiin Clean Up Spin-kitillä (Ge-
nomed) valmistajan ohjeen mukaan. Tämän jälkeen suoritettiin agaroosigeelielektroforeesi 
vektorille ja insertille 1 % agaroosissa (0,5 µg/ml etidiumbromidia) 1 x TAE-puskurissa (40 
mM Tris-asetaatti, 1 mM etyleenidiamiinitetraetikkahappo (EDTA), pH 8.5). Molekyylipai-
nomarkkerina käytettiin 1 kb DNA Ladderia (NEB). Geeliä ajettiin 120 V jännitteellä 2 h 
ajan. Tämän jälkeen DNA:t eristettiin geeliltä ligaatiota varten. Näytteiden eristys geeliltä 
tehtiin kaupallisella Gel Extraction-kitillä (Qiagen) valmistajan ohjeen mukaan. 
 
4.1.2 Ligaatio 
 
Ligaatio suoritettiin Fermentaksen T4 DNA ligaasilla (MBI, Fermentas) käyttäen 3:1 vektori-
insertti suhdetta. Lisäksi tehtiin kontrolliligaatioina ligaatioseos ilman inserttiä, ligaatioseos 
ilman inserttiä ja ilman ligaasia sekä ligaatioseos ilman vektoria. Reaktiot suoritettiin 20 µl:n 
tilavuudessa. Reaktioseoksia inkuboitiin + 16 °C yön yli. Ligaasi inaktivoitiin inkuboimalla 
näytettä + 65 °C:ssa 10 minuuttia.  
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4.1.3 Transformaatio 
 
Kustakin ligaatioseoksesta 5 µl transfektoitiin 100 µl:aan DH5α-kompetentteja E. coli baktee-
reja. Bakteerisoluja inkuboitiin puoli tuntia jäillä. Tämän jälkeen seokselle annettiin läm-
pöshokki + 42 °C:ssa 45 sekuntia. Seosta inkuboitiin jäillä noin kaksi minuuttia ja lisättiin 
500 µl SOC-mediumia (2 % Bacto Tryptone, 0,5 % Bacto Yeast extract, 10 mM NaCl, 2,5 
mM KCl, 10 mM MgCl2, 10 mM MgSO4, 20 mM glukoosi). Tämän jälkeen seosta inkuboitiin 
ravistelijalla + 37 °C 45 minuuttia. Solut sentrifugoitiin putken pohjaan 10 000 x g minuutin 
ajan, jonka jälkeen bakteeripelletti suspensoitiin 100 µl:aan SOC-mediumia ja maljattiin LB 
(Luria Bertoni)-ampisilliinimaljoille (1 % Bacto Tryptone, 0,5 % Bacto Yeast extract, 170 
mM NaCl, 1,5 % Agar, 100 µg/ml ampisilliini, pH 7,4). Maljoja inkuboitiin inkubaattorissa + 
37 °C yön yli.  
 
4.1.4 Plasmidi-DNA:n eristys minilysaattikasvatuksista 
 
Ligaatiomaljalta poimittiin pesäkkeitä kasvatukseen 3 ml:aan LB-ampisilliini-mediumia (am-
pisilliini 100 µg/ml). Näytteitä kasvatettiin ravistelijalla + 37 °C yön yli. Seuraavaksi mini-
lysaateista eristettiin plasmidi-DNA. Bakteerisuspensio sentrifugoitiin putken pohjaan 20 000 
x g 10 minuuttia + 4 °C. Liuos poistettiin ja pelletti suspensoitiin 200 µl:aan P1-puskuria 
(Qiagen). Tämän jälkeen lisättiin 200 µl P2-puskuria (Qiagen). P2-puskurin sininen indikaat-
toriväri ilmestyi heti lisäyksen jälkeen. Putkea käänneltiin kunnes liuos oli täysin sekoittunut 
ja inkuboitiin huoneenlämmössä 5 minuuttia. Inkuboinnin jälkeen lisättiin 200 µl P3-puskuria 
(Qiagen), joka johtaa indikaattorivärin katoamiseen ja valkoisen sakan muodostumiseen. Sit-
ten putkea käänneltiin kunnes liuos oli täysin sekoittunut. Tämän jälkeen näytteitä sentrifugoi-
tiin 20 000 x g 10 minuuttia huoneenlämmössä. Sentrifugoinnin jälkeen pipetoitiin 500 µl 
lysaattia puhtaaseen eppendorf-putkeen, johon lisättiin 1 ml absoluuttista etanolia saostamaan 
DNA näytteestä. Putkia käänneltiin ja sen jälkeen sentrifugoitiin 20 000 x g 10 minuutin ajan 
+ 4 °C:ssä. Putkien pohjaan muodostui valkoinen DNA pelletti. Liuos poistettiin ja pelletit 
pestiin 1,5 ml:lla 75 % etanolia. Näytteet sentrifugoitiin 20 000 x g 10 minuutin ajan + 4 
°C:ssä. Liuos poistettiin ja pellettien annettiin kuivua kevyesti. Lopulta pelletit liuotettiin 20 
µl:aan steriiliä vettä.  
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4.1.5 Koedigestiot 
 
Minilysaateille tehtiin koedigestiot oikeiden kloonien seulomiseksi. Näytteet digestoitiin 
KpnI:llä (MBI, Fermentas) (kuva 4). Koedigestioissa käytettiin Fast digest-entsyymejä. 
DNA:ta digestioihin käytettiin 1 µl digestiota kohden. Digestit suoritettiin valmistajan ohjeen 
mukaan.  
 
Plasmidin oikeellisuus varmistettiin koedigestioiden jälkeen sekvensoinnilla E636 
(TCGTTCAGACCCACCTCC) ja LV-GFP-SalIR (AAGAATACCAGTCAATCTTTCA-
CAAA)alukkeilla. Positiivisesta kasvatuksesta tehtiin kasvatukset Qiagenin Maxi-kitin ohjeen 
mukaan. Valmis plasmidi siirrettiin lentivirusvektoriin.  
 
4.2 Virustuotanto 
 
Virukset tuotettiin A. I. Virtanen- instituutissa molekylaarisen lääketieteen ryhmän lentivirus-
laboratoriossa. Valmiin 15-LO-1 viruksen tiitteriksi tarkastettiin 2.16 x 10
9
 tu/ml (transdusoi-
vaa yksikköä/ml) ja GFP virukselle 3.32x 10
9
 tu/ml. 
 
Virusten valmistuksessa käytettiin 293T-soluja tuottajasoluina. Käytetyt avustajaplasmidit 
olivat pMDLg/pRRE, pRSV-rev sekä pCMVG. Puhdistusmenetelmänä käytettiin ultrasentri-
fugointia. Virukset konsentroitiin ja tiitteri määritettiin entsyymivälitteisellä immunosorbent-
timäärityksellä. Virukset varastoitiin 1 x PBS:ssä -80 °C. 
 
4.3 Stabiilien 15-LO-1-geeniä ilmentävien solulinjojen tuotto 
 
Tässä kokeessa käytettiin BT4C-solulinjaa, joka on rotan glioomasolulinja. Solulinjan solut 
on eristetty BDIX-rotan sikiön aivosoluista, jotka on siirretty yksikerroksiseen soluviljelmään 
pian N-etyylinitrosourean in vivo altistuksen jälkeen (Sandmair ym. 2000).  
 
Stabiililla transduktiolla valmistettiin BT4C-15-LO-1 ja BT4C-GFP solulinjat. Soluja kasva-
tettiin Dulbecco’s modified Eagle’s mediumissa (SIGMA), johon oli lisätty 10 % naudan si-
kiön seerumia sekä 1 % penisilliini/streptomysiini. Soluja kasvatettiin inkubaattorissa + 37 °C 
5 % CO2. Solut jaettiin iltapäivällä 6-kuoppalevylle 1 x 10
5
 solua/kuoppa. Kuopat täytettiin 1 
ml:n tilavuuteen kasvatusmediumilla. Solut transdusoitiin viruksilla heti jaon jälkeen. Trans-
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duktiossa käytettiin MOI:ta (infektion kertaisuus) 25 eli 25 elävää viruspartikkelia yhtä solua 
kohden. Transduktiottehtiin sekä 15-LO-1- että GFP-viruksilla. Virusten tasainen leviäminen 
varmistettiin pipetoimalla mediumia edestakaisin useita kertoja. Soluja inkuboitiin inkubaat-
torissa 5 % CO2 + 37 °C yön yli. Seuraavana aamuna medium vaihdettiin. 
 
Kun kuopat olivat kasvaneet lähes täyteen, solut siirrettiin Ø 10 cm maljalle. Osa soluista jaet-
tiin Ø 15 cm maljalle harvaan tilavuuteen. Yhdelle Ø 15 cm maljalle jaettiin vain 320 solua. 
Solujen kiinnityttyä ympäröitiin maljan pohjaan alueet, joissa kasvoi yksittäinen solu. Solujen 
annettiin jakaantua muutaman päivän ajan, jonka jälkeen maljalta poimittiin yksittäisiä solu-
kolonioita. Medium poistettiin ja solut pestiin 1 x PBS:llä (Dulbecco’s phosphate buffered 
saline, SIGMA). Katkaistu pipetin kärki painettiin väärinpäin käännettynä solumaljan pohjaa 
vasten solukolonian jäädessä pipetinkärjen sisään. Toisella pipetinkärjellä lisättiin trypsiiniä 
(0,05 % trypsiini, 0,2 g/l etyleenidiamiinitetraetikkahappo (EDTA)) solukolonian päälle. Kun 
solut olivat irronneet maljalta, ne siirrettiin 24-kuoppalevylle kasvamaan kasvatusmediumis-
sa. Kun kuoppa oli kasvanut konfluentiksi, solut siirrettiin kasvamaan Ø 10 ml maljalle. Kun 
soluja oli tarpeeksi, kukin solukolonia jaettiin kahdelle 6-kuoppalevyn kuopalle RNA:n eris-
tystä varten sekä yhdelle Ø 10 ml maljalle solujen pakastusta varten. 
 
4.3.1 Solujen pakastus 
 
Solut pakastettiin nestetyppeen odottamaan transduktion onnistumisen varmistumista ja istu-
tusta eläimiin. Kasvatusmedium poistettiin ja solut pestiin1 x PBS:llä. Solut trypsinoitiin 1 
ml:lla trypsiinä. Suspensiosta 200 µl siirrettiin putkeen, jossa oli 5 ml kasvatusmediumia. 
Tämän jälkeen solut sentrifugoitiin putken pohjaan 800 x g 5 minuuttia. Medium poistettiin ja 
solut suspensoitiin 2 ml:aan pakastusmediumia. Pakastusmediumina käytettiin kasvatusme-
diumia, johon oli lisätty 5 % DMSO (dimethyl sulphoxide hybri-max®, SIGMA). Suspensio 
jaettiin kahteen pakastusputkeen. Solut siirrettiin jäillä valmiiksi jäähdytettyyn pakastusrasi-
aan, jossa oli isopropanolia. Isopropanolin ansiosta näytteiden lämpötila laskee noin asteen 
minuutissa mahdollistaen samalla solujen hengissäsäilymisen. Pakastusrasia siirrettiin -70 °C 
pakastimeen yön yli. Seuraavana päivänä solut siirrettiin pakastimesta nestetyppeen säilytyk-
seen. 
  
 36 
4.3.2 RNA:n eristäminen 
 
Solujen sisältämän RNA:n eristämiseksi solut kerättiin konfluentilta 6-kuoppalevyn kuopalta. 
Kasvatusmedium poistettiin ja solut pestiin 1 x PBS:llä. Soluille lisättiin 1 ml/kuoppa Tri-
reagenssia (SIGMA). Tämän jälkeen solut kerättiin eppendorf-putkiin ja näytteet kuljetettiin 
jäillä – 70 °C pakastimeen säilytykseen. 
 
Näytteistä eristettiin RNA lisäämällä 200 µl kloroformia eppendorf-putkiin. Tämän jälkeen 
putkia ravisteltiin voimakkaasti 15 sekuntia ja inkuboitiin 2 minuuttia huoneenlämmössä. 
Näytteet sentrifugoitiin 20 000 x g 15 minuuttia + 4 °C. Erottunut vesifaasi siirrettiin puhtaa-
seen eppendorf-putkeen ja siihen lisättiin 0,5 ml isopropanolia. Näytteitä inkuboitiin huoneen-
lämmössä 10 minuuttia. Tämän jälkeen näytteet sentrifugoitiin 20 000 x g10 minuutin ajan+ 4 
°C:ssa. Muodostunut supernatantti poistettiin ja pelletti pestiin yhdellä millilitralla 75 % eta-
nolia. Tämän jälkeen näytteet sentrifugoitiin 20 000 x g15 minuutin ajan + 4 °C:ssa. Etanoli 
poistettiin ja pellettien annettiin kuivua. Pelletit liuotettiin 11 µl:aan DEPC (Dietyylipyrokar-
bonaatti) vettä, johon oli lisätty RNaasi (ribonukleaasi) inhibiittoria (Fermentas) 1 U/ µl. 
Näytteitä inkuboitiin vielä 5 minuuttia + 55 °C:ssa pellettien liuottamiseksi.  
 
  
 37 
4.3.3 cDNA synteesi 
 
RNA käännettiin cDNA:ksi (komplementaarinen DNA) ennen PCR-reaktioita. DNaasi-
käsittelyssä pipetoitiin 5 µg RNA:ta 1,5 ml eppendorf-putkiin. Näytteiden tilavuus täydennet-
tiin steriilillä vedellä 50 µl:aan, minkä jälkeen lisättiin 5 µl DNaseI 10 x reaktiopuskuria 
(Ambion) sekä 1 µl DNase1 entsyymiä (Ambion). Näytteitä inkuboitiin 30 minuuttia+ 37 
°C:ssa. Tämän jälkeen lisättiin 5 µl DNase inactivation reagent (Ambion) ja inkuboitiin näyt-
teitä 2 minuuttia huoneenlämmössä välillä sekoittaen. Näytteitä sentrifugoitiin 10 000 x g1,5 
minuuttia. Lopuksi RNA:n sisältävä ylempi kerros otettiin talteen. 
 
DNaasi-käsiteltyä RNA:ta otettiin 10 µl cDNA synteesiin. cDNA:han lisättiin 1 µl satunnaisia 
heksameerialukkeita (Promega). Näytteitä inkuboitiin + 70 °C:ssa 5 minuutin ajan. Tämän 
jälkeen näytteisiin lisättiin 9 µl aiemmin valmistettua reaktioseosta. Yhtä näytettä kohden 
reaktioseos sisälsi 4 µl 5 x M-MulV-RT reaktiopuskuria (Finnzymes), 2 µl 10 mM dNTP 
seosta (Finnzymes), 0,5 µl ribonukleaasi inhibiittoria (Invitrogen), 1 µl ReverseAid M-MulV 
RT entsyymiä (Finnzymes) sekä 1,5 µl nukleaasitonta vettä (Ambion). Tämän jälkeen käyn-
nistettiin PCR reaktio (+ 25 °C, 10 minuuttia; + 42 °C, 60 minuuttia; + 70 °C, 10 minuuttia; + 
4 °C, ∞). Kontrolleina cDNA synteesissä oli mukana näyte ilman entsyymiä ja näyte ilman 
RNA:ta.  
 
4.3.4 PCR siirtogeenin osoittamiseksi  
 
Siirtogeenin osoittamiseksi cDNA:lle tehtiin käänteistranskriptio PCR-reaktiot käyttäen 
WPRE_2 fw ja WPRE_2 rev alukkeita, jotka sitoutuivat sekä LV-1-hPGK-15-LO-1 että LV-
1-hPGK-GFP plasmideihin. Lisäksi tehtiin käänteistranskriptio PCR-reaktiot 15-LO-1 fw ja 
15-LO-1 rev sekä GFP fw ja GFP rev alukkeilla siirtogeenien erottamiseksi toisistaan. Aluk-
keiden sekvenssit ja PCR-reaktioissa muodostuvien palasten koot on esitetty taulukossa 1. 
PCR-reaktioissa käytettiin DyNAzyme II-entsyymiä (NEB). PCR-reaktiot suoritettiin ent-
syymin valmistajan ohjeen mukaan. Kontrollireaktioina tehtiin nollanäytteet, eli näyte jossa 
DNA korvattiin vedellä, kaikille kolmelle alukkeelle. Lisäksi mukana olivat nollanäytteet 
cDNA synteesistä. Käytetyt PCR olosuhteet: aludenaturaatio 95 °C 5 min, denaturaatio 95 °C 
45 s, sitoutuminen WPRE sekä GFP alukkeilla 56 °C ja 15-LO-1 alukkeilla 62 °C 45 s, piden-
tyminen 72 °C 45 s, loppupidentyminen 72 °C 15 min. Denaturaatio, sitoutuminen ja piden-
tyminen toistettiin WPRE sekä GFP alukkeilla 30 kertaa ja 15-LO-1 alukkeilla 34 kertaa. 
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Taulukko 1. PCR-reaktiossa käytettyjen alukkeiden sekvenssit sekä niiden PCR-reaktiossa 
muodostamien palasten koot. 
Alukkeen nimi Alukkeen sekvenssi PCR-tuotteen koko (ep) 
WPRE_2 fw CGCTGCTTTAATGCCTTTGT 132 
WPRE_2 rev GTTGCGTCAGCAAACACAGT 
15-LO-1 fw CACGCTGTTTTGACCTCCATAG 421 
15-LO-1 rev CCATCTTGCTCCCGAATTTC 
GFP fw GGCATCGACTTCAAGGAGGAC 91 
GFP rev TGCTTGTCGGCCATGATATAGA 
 
4.3.5 Western blot 
 
Western blot (WB) on proteiinien havainnointiin soveltuva menetelmä. Aluksi näytteen prote-
iinit erotellaan koon mukaan suorittamalla geelielektroforeesi. Tämän jälkeen proteiinit siir-
rostetaan membraanille, josta ne voidaan havainnoida proteiinispesifisillä leimatuilla vasta-
aineilla. 15-LO-1-proteiini on kooltaan noin 75 kDa ja GFP noin 25 kDa. 
 
Western blottia varten proteiinit eristettiin konfluentilta Ø 10 cm solumaljalta. Western blot 
määritys tehtiin normaaleille BT4C-soluille, 15-LO-1-transdusoiduille soluille sekä GFP-
transdusoiduille soluille. Solut pestiin kerran PBS:llä. Tämän jälkeen lisättiin 800 µl WB-
lyysausliuosta (50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 % Triton X-100, 0,5 % gly-
seroli, pH 7.5), johon oli lisätty complete working solution -proteaasi-inhibiittori (Roche) 
WB-lyysausliuoksen lisäyksen jälkeen solut raaputettiin irti petrimaljasta soluraaputtimella. 
Suspensio siirrettiin eppendorf-putkeen ja sitä inkuboitiin jäillä 20 minuuttia. Näytteitä soni-
koitiin 5 minuuttia ja sentrifugoitiin 20 000 x g + 4 °C 10 minuuttia. Tämän jälkeen proteiinit 
sisältävä supernatantti otettiin talteen. Näytteet siirrettiin säilytykseen – 70 °C pakastimeen. 
 
Näytteiden proteiinipitoisuus mitattiin BCATM Protein Assay -kitillä (Thermo scientific) 
valmistajan ohjeen mukaan. Western blottia varten täydennettiin 4 µg kutakin proteiinia 10 µl 
tilavuuteen samalla WB-lyysausliuoksella, jota käytettiin solujen irrotuksessa solumaljalta. 
Näytteisiin lisättiin 4 x näytepuskuria (0,063 M Tris-HCl, 2 % SDS, 10 % glyseroli, 10 µM 
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BHT, 0,001 % bromofenoliblue, pH 6,8) siten, että näytteissä on 1 x näytepuskuri. Tämän 
jälkeen näytteitä kuumennettiin lämpöblokilla + 95 °C 5 minuuttia. Alageelinä käytettiin 10 
% geeliä (0,37 M Tris/HCl, pH 8.8, 0,1 % SDS, 10 % akryyliamidi, 0,05 % TEMED, 0,05 % 
APS) ja ylägeelinä 4 % geeliä (0,12 M Tris/HCl, pH 6.8, 0,1 % SDS, 4 % akryyliamidi, 0,09 
% TEMED, 0,04 % APS).  
 
Molekyylipainomarkkerina käytettiin 4 µl PageRuler
TM
 Plus Prestained Protein Ladder-
markkeria (MBI, Fermentas). Näytteitä ajettiin geelillä 100 V jännitteellä 10 minuuttia ja 150 
V jännitteellä 75 minuuttia. Tämän jälkeen proteiinit siirrostettiin geeliltä nitroselluloosa-
membraanille 100 V jännitteellä jäähauteella huoneenlämmössä 90 minuutin ajan. Siirrostuk-
sen jälkeen membraanit blokattiin keinuttelijalla 5 % maitojauheella TBS/Tween (100mM 
Tris base, 0,9 % NaCl, 0,1 % Tween, pH 7.5)-liuoksessa tunnin ajan huoneenlämmössä. 
Blokkauksen jälkeiset pesut suoritettiin TBS/-Tween -liuoksessa ylimääräisen blokkausliuok-
sen poistamiseksi 1 x 5 minuuttia huoneenlämmössä. Toiselle membraanille käytettiin pri-
maarivasta-aineena 15-LO-1 -vasta-ainetta ja toiselle GFP -vasta-ainetta. Primaarivasta-
ainekonsentraatioina käytettiin ihmisen 15-LO-1 -vasta-aineelle (kanissa tuotettu ihmisen IgG 
vasta-aine, itse valmistettu) 1:250 000 ja GFP -vasta-aineelle (ab290, Abcam) 1:1 500 000. 
Primaarivasta-aineet laimennettiin 1 % maitojauhe-TBS/Tween-liuokseen. Näytteitä inkuboi-
tiin keinuttelijalla + 4 °C:ssa yön yli. Tämän jälkeen suoritettiin pesut TBS/Tween-liuoksessa 
3 x 5 minuuttia huoneenlämmössä. Sekundaarivasta-aineena käytettiin Horseradish peroxi-
daasilla leimattua vuohessa tuotettua kanin IgG vasta-ainetta(Thermo scientific) 1:3000 lai-
mennoksena 1 % maitojauhe-TBS-Tween-liuoksessa. Näytteitä inkuboitiin keinuttelijalla tun-
nin ajan huoneenlämmössä. Tämän jälkeen membraanit pestiin jälleen TBS/Tween-liuoksessa 
3 x 5 minuuttia huoneenlämmössä. Proteiinien havainnointi suoritettiin ECL Plus Western 
Blotting Detection- kitillä (Amersham) valmistajan ohjeen mukaan. Membraanit kuvannettiin 
Typhoon 9400-laitteella (GE Helthcare) (kuvauksessa käytetyt olosuhteet: 520 BP 40 CYZ, 
ECL+, Blue FAM. PMT=450, Laser= Blue2(488)). 
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4.4 Stabiilisti transdusoitujen BT4C -solujen istutus rottien aivoihin 
 
Solut valmistettiin leikkausta varten laimentamalla ne 1x10
6
solua/ml tilavuuteen. Solut pestiin 
1 x PBS:llä ja irrotettiin trypsinoimalla. Trypsinoidut solut siirrettiin OptiMEM-mediumiin 
(Invitrogen). Solut sentrifugoitiin putken pohjalle 800 x g 5 minuuttia. Ylimääräinen medium 
poistettiin ja solut suspensoitiin 1x10
6
solua/ml tilavuuteen OptiMEM-mediumiin. Solut säily-
tettiin jäillä. 
 
Työssä käytettiin BDIX- kannan urosrottia. Rottia oli yhteensä 20 kappaletta, joista kymme-
nelle käytettiin BT4C-15-LO-1 -soluja ja kymmenelle BT4C-GFP -soluja. Leikkaus suoritet-
tiin rottien ollessa 10 viikon ikäisiä. Rotat nukutettiin ketamin (Ketalar, Pfizer) – medetomi-
diinihydrokloridi (Dormitor, Pfizer) seoksella. Nukutuksessa käytettiin seosta, jossa oli kolme 
osaa Ketalaria ja yksi osa Dormitoria. Rotat nukutettiin ruiskuttamalla vatsaonteloon (intrape-
ritoneaalisesti, i.p.) 200 µl valmistettua seosta. Leikkauksessa rotan pää kiinnitettiin stereotak-
tiseen laitteeseen (Kopf, Berliini, Saksa) solujen injektiokohdan määrittämiseksi.  
 
Rotan päälaki steriloitiin absoluuttisella etanolilla. Skalpellilla viillettiin nahka auki kallon 
päältä keskikohdalta pitkittäin, jolloin voitiin paljastaa kallo. Kallosta etsittiin otsaluun ja pää-
lakiluiden yhtymäkohta, bregma. Bregman kohdalle asetettiin Hamilton ruisku (Hamilton, 
Bonaduz Ab, Sveitsi), joka oli kiinni stereotaktisessa laitteessa. Laitteesta otettiin muistiin Z-
koordinaatti eli neulan korkeus. Telineen mitta-asteikkojen mukaan neulaa siirrettiin 2 mm 
oikealle ja 1 mm kaudaalisuuntaan. Tämä kohta merkittiin painamalla skalpelilla pieni jälki 
kalloon. Neula siirrettiin sivuun, kohdan päällä olevat kalvot poistettiin ja kalloon porattiin 
pieni reikä luuporalla. Neula siirrettiin samalle paikalle, jossa se oli ollut enne porausta, ja sitä 
laskettiin 2,5 mm. Solut ruiskutettiin hitaasti kallon sisään. Solususpensiota käytettiin 10 µl 
rottaa kohden. Neula nostettiin hitaasti ulos, jonka jälkeen haava suljettiin muutamalla nylon 
ompeleella. Rotta irrotettiin laitteesta ja annettiin ihon alaisesti 2,5 mg karprofeiinia (Rima-
dyl, Pfizer) leikkauksen jälkeisen kivun lievitykseen. 
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4.5 MRI-kuvantaminen 
 
MRI:tä käytettiin kasvainten koon kuvantamiseen. Kuvausta varten rotat nukutettiin käyttäen 
isofluraania. Rotta siirrettiin kammioon, johon johdettiin 5 % isofuraania sekä kuljetinkaasui-
na 30 % happea (O2) sekä 70 % dityppioksidia (N2O). Rotan nukahdettua se kiinnitettiin teli-
neeseen, jossa kuvaus tapahtui. Telineeseen johdettiin 1.5 % isofluraania nukutuksen ylläpi-
tämiseksi. MRI suoritettiin käyttäen horisontaalista 4.7 T magneettia (Magnex Scientific Ltd, 
Abington, Iso-Britannia) liitettynä Varian (Palo Alto, Kalifornia) UnityINOVA konsoliin. 
Kuvauksessa käytettiin lähetinkelana aktiivisesti erottavaa tilavuuskelaa sekä pintavas-
taanotinkelana kvadratuurikelaa (Rapid Biomedical, Saksa). T2-painotuskuvat mitattiin käyt-
täen spinkaikusekvenssiä kaikuajalla 40 ms ja toistoajalla 2 s. Yhteensä kuvannettiin 17 lei-
kettä, joiden kunkin paksuus oli 1 mm. Kuvausmatriisin koko oli 256x128,interpoloituna 
256x256, ja kuvauskenttä 40 mm
2
 tuottaen 156 μm in-plane-resoluution.  
 
4.6 Rottien hoito ja lopetus 
 
Rotat lopetettiin 17 viikkoa solujen istutuksen jälkeen tai niiden voinnin selvästi heiketessä. 
Rottien vointi tarkastettiin päivittäin. Kun rotta alkoi näyttää merkkejä huonovointisuudesta, 
se lopetettiin. Lopetuskriteerejä olivat liikkumishaluttomuus ja kiinnostuksen menetys ympä-
ristön tapahtumia kohtaan.  Rotat lopetettiin hiilidioksidilla. Rotta siirrettiin kammioon johon 
johdettiin hiilidioksidia kunnes rotan voitiin varmuudella todeta olevan kuollut. Kuolleen ro-
tan rintakehä avattiin ja sydämen kautta verenkiertoon pumpattiin 300 ml 1 % paraformalde-
hydiä (PFA) ja 15 % sakkaroosia PBS:ssä histologisten näytteiden valmistusta varten. Rotan 
aivot siirrettiin jäillä olevaan putkeen, jossa oli 4 % PFA ja 15 % sakkaroosi PBS:ssä. Vuoro-
kauden kuluttua aivot vaihdettiin 15 % sakkaroosiin PBS:ssä odottamaan dehydraatiota. Aivot 
säilytettiin + 4 °C:ssä. 
 
Tunti ennen aivojen dehydraatiota aivot laitettiin kasetteihin ja siirrettiin PBS:ään. Aivojen 
dehydraatiossa käytetty ohjelma on esitetty taulukossa 2. Dehydraation jälkeen aivot valettiin 
parafiiniin. Parafiinin jähmetyttyä aivot leikattiin Microtome HM 355-laitteella (MICROM 
International GmbH, Saksa) 4 µm paksuisiksi leikkeiksi. 
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Taulukko 2. Rottien aivojen dehydraatiossa käytetyt olosuhteet. 
Liuos Aika 
50 % EtOH 1 h 
80 % EtOH 1 h 
94 % EtOH 1 h 
94 % EtOH 2 h 
94 % EtOH 2h 
abs. EtOH 3 h 
abs. EtOH 2 h 
abs. EtOH 2 h 
Xyleeni 30 min 
Xyleeni 30 min 
Parafiini 2 h 
Parafiini 2 h 
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4.7 Aivoleikkeiden histologiset värjäykset 
 
Värjäyksillä haluttiin selvittää tarkemmin muodostuneiden kasvainten rakennetta ja osoittaa 
siirtogeenit kasvaimista.  
 
 
4.7.1 Hematoksyliini-eosiini värjäys 
 
Värjäyksen toteutus on kuvattu taulukossa 3. Värjäyksen lopuksi laseille tiputettiin tippa Per-
mountia (Fisher scientific) ja puristettiin päälle peitinlasi suojaamaan värjättyjä leikkeitä.  
 
Taulukko 3. H&E-värjäyksen toteutus. 
Toistot Liuos Aika 
3 x xyleeni  5 min 
2 x abs EtOH 2 min 
2 x 96 % EtOH 2 min 
1 x vesi nopea kastaminen 
1 x Delafield’s hematoksylin 10 min 
1 x juokseva vesi 10 min 
1 x 1 % HCl-etanoliliuos 2 x 2 s 
1 x juokseva vesi 10 min 
1 x 0,5 % eosiini 30 s 
1 x 96 % EtOH  käyttö 
2 x 96 % EtOH 2 min 
2 x abs EtOH 2 min 
3 x xyleeni 5 min 
 
  
 44 
4.7.2 GFP värjäys 
 
GFP-värjäys suoritettiin GFP-siirtogeenin osoittamiseksi rottien aivoleikkeistä. Värjäys aloi-
tettiin 2 x 10 minuuttia xyleeni käsittelyllä, jota seurasi laskeva etanolisarja (Abs. EtOH, 95 % 
EtOH, 70 % EtOH, 50 % EtOH) 5 minuuttia/liuos. Seuraavaksi näytteet siirrettiin viideksi 
minuutiksi tislattuun veteen ja sen jälkeen 15 minuutiksi 0,25 %:een Triton X-100- PBS-
liuokseen. Tämän jälkeen leikkeet siirrettiin puoleksi tunniksi 3 %:een H2O2-PBS-liuokseen. 
Leikkeitä pestiin 5 minuuttia 1 x PBS:llä ennen blokkausta 10 %:lla vuohenseerumilla 
PBS:ssä. Blokkausta jatkettiin yön yli + 4 °C.  
 
Blokkauksen jälkeen leikkeitä inkuboitiin primaarivasta-aineella (E. colissa tuotettu anti-GFP, 
ab290, abcam) 1:1500 tunnin ajan huoneenlämmössä. Primaarivasta-aine liuotettiin DAKO 
antibody diluent – liuokseen (DAKO). Jokaisessa lasissa yhdelle leikkeelle käytettiin primaa-
rivasta-ainetta ja toiselle pelkkää DAKO-liuosta. Leike, johon ei käytetty primaarivasta-
ainetta, toimii kontrollina toiselle leikkeelle. Primaarivasta-aineen jälkeen leikkeet pestiin 5 
minuuttia, 1 x PBS. Tämän jälkeen leikkeitä inkuboitiin 30 minuuttia huoneenlämmössä se-
kundaarivasta-aineen kanssa (biotinyloitu vuohessa tuotettu anti-kanin IgG, Thermo scienti-
fic) 10 %:ssa vuohen seerumi-PBS-liuoksessa. Leikkeitäpestiin 5 minuuttia 1 x PBS:llä. Tä-
män jälkeen leikkeille lisättiin Avidin-HRP (Thermo scientific) liuos, joka valmistettiin 1 x 
PBS:ään valmistajan ohjeen mukaan. Leikkeitä inkuboitiin 30 minuuttia huoneenlämmössä. 
Tämän jälkeen leikkeitä pestiin 5 minuuttia 1 x PBS:llä. Leikkeiden DAB-käsittely tehtiin 
Zymedin DAB-kitin tuotteilla. Aineen annettiin vaikuttaa 45 sekuntia, jonka jälkeen lasit siir-
rettiin tislattuun veteen kolmeksi minuutiksi. Leikkeiden vastavärjäykseen käytettiin suodatet-
tua Harris hematoxyliiniä, 15 sekuntia. Tämän jälkeen laseja huuhdeltiin juoksevalla vedellä 
kolmen minuutin ajan. 
 
Lopuksi suoritettiin vielä vastaava alkoholisarja kuin käsittelyn alussa, mutta nousevassa jär-
jestyksessä 3 minuuttia/liuos. Tämän jälkeen lasit siirrettiin xyleeniin 2 x 5 minuuttia ja pei-
tattiin kuten H&E-värjäyksen jälkeen. 
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5 TULOKSET 
 
5.1 LV-1-hPGK-15-LO-1 kloonin seulonta koedigestiolla 
 
Koedigestiolla seulottiin oikeita klooneja. Kuvassa nähdään KpnI-entsyymillä tehdyn koedi-
gestion geelikuva. KpnI leikkaa plasmidin kohdista 5841 ep ja 7923 ep. Oikeassa plasmidissa 
entsyymi leikkaa palat, jotka ovat kooltaan 2082 ep ja 7167 ep. Näyte 9 muodostaa vyöhyk-
keet, jotka ovat kooltaan noin 8000 ep ja noin 2500 ep.  Sekvensoinnit vahvistivat kloonatun 
plasmidin olevan nukleotidi järjestykseltään oikea. 
 
 
Kuva 4. Agaroosigeelielektroforeesi minilysaateista. Näytteet 1 ja 12; molekyylipainomarkkeri (MassRu-
ler
TM
 DNA Ladder Mix, Fermentas), näytteet 2-11 minilysaatit. Agaroosigeelielektoforeesi 1 % agaroosis-
sa (0,5 µg/ml EtBr), 1 x TBE-puskurissa (89 mM Tris base, 89 mM Boric acid, 2 mM EDTA, pH 8), 140 V, 
40 min. 
 
5.2 15-LO-1 ja GFP siirtogeenien ilmentyminen 
 
PCR:llä tarkastettiin siirtogeenin ilmentyminen BT4C-soluissa. Kuvissa 5 ja 6 nähdään 
PCR:n tulokset. Kuvassa 6 nähdään kontrollit, jotka ovat täysin puhtaat ja kuvassa 5 varsinai-
set näytteet. Kuvassa 5 nähtävät vyöhykkeet ovat kooltaan noin 200 ep näytteissä 2 ja 7, noin 
120 ep näytteessä 3 sekä noin 450 ep näytteessä 9. Odotetut koot olivat WPRE-reaktiosta 132 
ep, GFP reaktiosta noin 91 ep sekä 15-LO-1 reaktiosta 421 ep. Samoille näytteille suoritettiin 
western blot proteiinien toiminnallisuuden varmistamiseksi. 
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Kuva 6. PCR-reaktion kontrollit. Näytteet 1 ja 10; molekyylipainomarkkeri (MassRulerTM DNA Ladder 
Mix, Fermentas), näytteet 2 ja 3; cDNA-synteesin nollanäytteet, näytteet 4 ja 5; WPRE-reaktion nolla-
näytteet, näytteet 6 ja 7; GFP-reaktion nollanäytteet, näytteet 8 ja 9; 15-LO-1-reaktion nollanäytteet.  
Agaroosigeelielektoforeesi 1 % agaroosissa (0,5 µg/ml EtBr), 1 x TBE-puskurissa, 120 V, 1 h. 
 
  
Kuva 5. PCR-näytteistä tehty agaroosigeelielektroforeesi. Näytteet 1 ja 6; molekyylipainomarkkeri 
(MassRuler
TM
 DNA Ladder Mix, Fermentas), näytteet 2 ja 7; WPRE, näytteet 3 ja 8; GFP, näytteet 
4 ja 9; 15-LO-1. näytteet 2-4 BT4C-GFP soluista eristetyllä cDNA:lla ja näytteet 7-9 BT4C-15-LO-1 
soluista eristetyllä cDNA:lla. Agaroosigeelielektoforeesi 1 % agaroosissa (0,5 µg/ml EtBr), 1 x TBE-
puskurissa, 120 V, 1 h. 
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Kuvissa 7 ja 8 nähdään western blotin tulokset. Kuvassa 7 on GFP-vasta-aineella käsitelty 
membraani, jossa havaitaan näytteessä 3 vyöhyke, joka on kooltaan noin 25 kDa (kilodalto-
nia). Kuvassa 8 on 15-LO-1-vasta-aineella käsitelty membraani, jossa nähdään noin 75 kDa 
kokoinen vyöhyke näytteessä 4. GFP on kooltaan noin 25 kDa ja 15-LO-1 noin 75 kDa.  
 
 
Kuva 7. WB-membraani GFP-vasta-aineella. Näyte 1; molekyylipainomarkkeri (PageRuler
TM
 Plus Pres-
tained Protein Ladder, Fermentas), näyte 2; BT4C, näyte 3; BT4C-GFP, näyte 4; BT4C-15-LO-1. 
 
 
Kuva 8. WB-membraani 15-LO-1-vasta-aineella. Näyte 1; molekyylipainomarkkeri (PageRuler
TM
 Plus 
Prestained Protein Ladder, Fermentas), näyte 2; BT4C, näyte 3; BT4C-GFP, näyte 4; BT4C-15-LO-1 
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5.3 Kasvainten koon seuranta 
 
MRI:llä seurattiin mahdollisten aivokasvainten koon kehitystä tutkimuksen kuluessa. GFP-
ryhmän rotista neljä kehitti kasvaimen. 15-LO-1-ryhmässä ei esiintynyt kasvaimia. Suurim-
malla osalla rotista oli havaittavissa solujen injektiokohdassa neulan kärjen muotoinen, MRI-
kuvassa tyhjän näköinen, musta alue (kuva 10). Kuvassa 9 nähdään MRI- kuva, jossa ei ha-
vaita mitään muutoksia. Kuvassa 11 on esitetty tyypillinen kasvain. 
 
 
Kuva 9. MRI-kuva 15-LO-1-ryhmään kuuluvan rotan aivoista 17 viikkoa stabiilisti transdusoitujen BT4C 
solujen rottien aivoihin istuttamisen jälkeen. Kuvassa ei havaita mitään muutoksia. 
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Kuva 10. MRI-kuva 15-LO-1-ryhmään kuuluvan rotan aivoista 17 viikkoa stabiilisti transdusoitujen 
BT4C solujen aivoihin istuttamisen jälkeen. Kuvassa nähdään solujen injektiosta johtuva muutos. 
 
 
Kuva 11. MRI-kuva GFP-ryhmään kuuluvan rotan aivoista yhdeksän viikkoa stabiilisti transdusoitujen 
BT4C solujen aivoihin istuttamisen jälkeen. Kuvassa nähdään rotalle kehittynyt kasvain. 
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5.4 Rottien selviytyminen 
 
Rotat lopetettiin lopetuskriteerien täyttyessä tai 17 viikkoa kasvainten istutuksesta. Käytetyt 
lopetuskriteerit on mainittu materiaalit ja menetelmät kappaleessa. Kuvassa 12 on esitetty 
rottien Kaplan-Meier elinaika-analyysi. Molemmista ryhmistä yksi rotta on laitettu pois tulok-
sista, koska rotat kuolivat anestesiaan MRI kuvauksen aikana. Lisäksi 15-LO-1-ryhmästä lo-
petettiin yksi rotta, koska MRI kuvassa näkyvää reikää haluttiin tarkastella lähemmin. Lopete-
tulla rotalla ei ollut kasvainta. Yksikään 15-LO-1-ryhmän rotta ei kehittänyt kasvainta. GFP-
ryhmän rotista vain neljä kehitti kasvaimen. Kaikki kasvaimen kehittäneet rotat lopetettiin 
voinnin heiketessä noin kymmenen viikkoa solujen istutuksen jälkeen. Kokeen lopussa lope-
tetuilla eläimillä ei ollut kasvaimia. Logrank testillä analysoitiin elinaika-analyysin tulokset, 
josta saatiin p-arvoksi 0,038. Ero ryhmien välillä tulkitaan merkitseväksi p-arvon ollessa pie-
nempi kuin 0,05. 
 
 
Kuva 12. Rottien elinaika-analyysi. 
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5.5 Histologiset värjäykset 
 
5.5.1 Kudosrakenteiden tarkastelu hematoksyliini-eosiini värjäyksellä 
 
GFP-ryhmän rotista viidellä ei värjäyksessä havaittu muutoksia aivokudoksessa. 15-LO-1-
ryhmässä seitsemällä rotalla ei havaittu muutoksia. Yhdellä 15-LO-1-ryhmän rotalla esiintyi 
poikkeava löydös, jota ei todettu muilla rotilla. Kasvain todettiin GFP-ryhmässä neljällä rotal-
la. 15-LO-1-ryhmässä kasvaimia ei todettu yhdelläkään rotalla. 
 
Kuvassa 13 on esitetty 15-LO-1-ryhmän rotan H & E-värjättyjä aivoleikkeitä. Kuvasta 13 
voidaan todeta, ettei leikkeessä ole mitään normaalista poikkeavaa. Leikkeessä havaitaan 
leikkeen käsittelyn aiheuttama repeämä, mutta ei kasvainsoluja eikä neulanjälkeä, jonka voi-
taisiin olettaa aiheutuneen solujen siirrossa aivoihin. Isommasta suurennoksesta voidaan tar-
kastella lähemmin solujen rakennetta injektiokohdassa. Myöskään siinä ei havaita mitään 
normaalista poikkeavaa muutosta. Rotilla, joilla ei MRI-kuvissa havaittu kasvainta tai muuta 
normaalista poikkeavaa löydöstä, ei myöskään histologisissa leikkeissä havaittu mitään nor-
maalista poikkeavaa. Osalla rotista, joilla MRI-kuvauksessa havaittiin injektiokohdassa auk-
ko, ei histologisissa leikkeissä kuitenkaan löytynyt mitään siihen viittaavaa. 
 
Kuvassa 14 nähdään toisen 15-LO-1-ryhmän rotan H & E-värjättyjä aivoleikkeitä. Kuvassa 
14 havaitaan poikkeava alue. Kun tätä kohtaa tarkastellaan lähemmin, todetaan löyhä de-
generatiivinen kohta. 
 
Kuvassa 15 nähdään GFP-ryhmän rotan H & E-värjättyjä aivoleikkeitä. Tällä rotalla todettiin 
kasvain. Lisäksi nähdään verenpurkaumia terveen aivokudoksen sekä kasvaimen rajalla. Yh-
dessä kuvassa esitetään tarkemmin terveen aivokudoksen sekä kasvaimen rajaa. Kasvain näyt-
tää hieman epätarkkarajaiselta ja kasvainsolujen nähdään invasoivan jonkin verran ympäröi-
vään kudokseen.  Lisäksi tässäkin kuvassa nähdään veren purkaumia. Kuvassa 15 voidaan 
tarkastellaan 10 x suurennoksella kasvainsolukkoa. Kasvaimen solutiheys on hyvin suuri ver-
rattuna terveeseen aivokudokseen. Kasvainalueella havaitaan kohtalaista tumien poikkeavuut-
ta, solujen monimuotoisuutta sekä kohtalaisen runsas sytoplasma. Kasvutavaltaan kasvaimet 
ovat sarkomatoidisia eli sarkoomaa muistuttavia. Kaikki neljä kasvainta olivat histologialtaan 
samanlaisia. Kasvainalueella ei havaita nekroosia. Paikoin havaitaan neutrofiilistä tulehdusso-
lukkoa, joka voi edustaa kohtaa, johon nekroosia saattaisi alkaa kehittyä. Tulehdussolujen 
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kehittyminen viitta immuunireaktioon, mutta sille tyypillisiä lymfosyyttejä ei kasvainalueella 
havaita. Kasvainalueella havaitaan korostunutta verisuonikasvua, mikä on tyypillistä glioblas-
toomille. Lisäksi nähdään patologisia mitooseja. Tyypiltään kasvaimet muistuttavat gliosar-
koomaa. 
 
 
Kuva 13. Hematoksyliini & eosiini-värjäys 15-LO-1-ryhmän rotan aivoleikkeestä 1.25 x ja 10 x suuren-
noksella. Aivoissa ei havaita mitään normaalista poikkeavaa. 
 
 
Kuva 144. Hematoksyliini & eosiini-värjäys 15-LO-1-ryhmän rotan aivoleikkeestä 1.25 x ja 10 x suuren-
noksella. Kuvassa havaitaan löyhä degeneratiivinen kohta. 
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Kuva 15. Hematoksyliini & eosiini-värjäys GFP-ryhmän rotan aivoleikkeestä 1.25 x suurennoksella sekä 
10 x suurennoksilla kasvaimen reuna-alueelta sekä kasvainalueelta. Kuvissa nähdään rotalla esiintynyt 
kasvain sekä kasvaimen reuna-alueilla verenpurkaumia. Reuna-alueella nähdään lisäksi lievää kasvainso-
lujen invaasiota. Kasvainalueella havaitaan kohtalaista tumien poikkeavuutta, solujen monimuotoisuutta 
sekä kohtalaisen runsas sytoplasma. Kasvutavaltaan kasvain on sarkomatoidinen. 
 
5.5.2 GFP värjäys 
 
GFP-värjäyksen tavoitteena oli todeta GFP-siirtogeenin läsnäolo aivoleikkeissä. Värjäyksestä 
ei kuitenkaan todettu eroa kontrollileikkeen ja värjätyn leikkeen välillä. 15-LO-1-värjäystä ei 
suoritettu, koska yksikään 15-LO-1 siirtogeenisistä rotista ei kehittänyt kasvainta. 
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6 POHDINTA 
 
Sekvensoinnilla voitiin vahvistaa käytetyn LV1-hPGK-15-LO-1 plasmidin olevan sekvenssil-
tään oikea. Transduktion onnistuminen todettiin PCR-reaktioilla ja siirtogeenien toiminnalli-
suus BT4C-soluissa vahvistettiin Western blotilla. 
 
Yllättäen vain neljälle rotalle GFP-ryhmästä kehittyi kasvain. Aikaisemmissa tutkimuksissa 
transdusoimattomilla BT4C-soluilla kasvainten kasvu on ollut huomattavasti tehokkaampaa. 
Vielä julkaisemattomassa tutkimuksessa tutkittiin 15-LO-1-geenin vaikutusta BT4C-soluilla 
aikaan saadun aivokasvaimen kasvuun ja rottien selviytymiseen (Viita ym.). Tutkimuksessa 
rottien aivoihin siirrettiin BT4C-soluja samalla menetelmällä ja samassa tilavuudessa kuin 
tässä pro gradu-tutkimuksessa. Kaikkiin rottiin siirrettiin muokkaamattomia BT4C- soluja. 
Toista ryhmää hoidettiin adenovirusvälitteisellä 15-LO-1-geeniterapialla. Kontrolliryhmän 
rottia ei hoidettu mitenkään. Kontrolliryhmän rottien keskimääräinen elinaika tutkimuksessa 
oli noin viisi viikkoa. Tässä pro gradu-tutkimuksessa rotat, jotka kehittivät kasvaimen, elivät 
9-11 viikkoa kasvainten istutuksen jälkeen. Vaikka solut siirrettiin rottien aivoihin käyttäen 
samaa menetelmää, rottien elinaika oli kaksinkertainen. Tätä eroa saattaa selittä se, että pro 
gradu-tutkimuksessa BT4C-solut sisälsivät siirtogeenin. Asian varmistaminen vaatii kuitenkin 
jatkotutkimuksia. 
 
Vähäinen kasvainten määrä saattaa liittyä käytettyyn MOI-arvoon, joka oli melko korkea. 
Sama koe toistettiin myöhemmin MOI:lla 1. Tässä jatkotutkimuksessa lähes kaikki kontrolli-
ryhmän rotat kehittivät kasvaimen. Lisäksi yksi 15-LO-1-siirtogeeninen rotta kehitti aivokas-
vaimen. Kasvaimen kehittäneet rotat lopetettiin niiden kunnon heiketessä 7-9 viikon kuluttua 
solujen istutuksesta eli noin kaksi viikkoa aiemmin kuin tässä pro gradu-tutkimuksessa. Suori-
tetun jatkotutkimuksen tulosten analysointi on kuitenkin vielä kesken. Eräissä tutkimuksissa 
on todettu korkean MOI:n hidastavan solujen jakaantumista (Wheelock ja Tamm 1961; 
Cheng ym. 2004). Tämä saattaa johtua siitä, että suurempi MOI saa aikaan korkeamman siir-
togeenin ilmentymisen (Cheng ym. 2004). On mahdollista, että tällaisessa tapauksessa siirto-
geenin ilmentämiseen tarvittava proteiinisynteesikapasiteetti on pois solun omien proteiinien 
synteesiin tarvittavasta kapasiteetista.  
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MOI:n vaikutuksen lisäksi on tietenkin mahdollista, että solut olisivat kärsineet jossain käsit-
telyvaiheessa. Tämä saattaisi myös aiheuttaa vähäisen kasvainten esiintyvyyden, mutta ei yk-
sinään riitä selittämään rottien 9-11 viikon selviytymistä aiemmassa kokeessa todetun viiden 
viikon sijaan. Tulos viittaa siihen, että BT4C-GFP solujen muodostamat kasvaimet kasvavat 
hitaammin kuin transdusoimattomien BT4C solujen muodostamat kasvaimet. 
 
Valitettavasti GFP-värjäys ei tuottanut toivottua tulosta. GFP-värjäyksen onnistuessa olisi 
ollut mahdollista vahvistaa siirtogeenin ilmentyminen kasvainsoluissa. Nyt GFP:n ilmenty-
mistä kasvainsoluissa ei ole varmistettu. Värjäyksen optimoimista vaikeutti positiivikontrolli-
en puuttuminen. Leikkeen ja negatiivikontrollin välillä ei GFP-värjäyksessä havaittu eroa. 
Tämä voi johtua siitä, että värjäyksen optimointi ei onnistunut tai siitä, että näyte ei ilmennä 
GFP-proteiinia. Ilman positiivikontrollia on kuitenkin mahdotonta saada asiasta selvyys.  Jos 
yksittäisten solukolonioiden poiminnassa on tapahtunut virhe ja mukaan on päässyt soluja 
useammasta eri koloniasta, on mahdollista, että käytetty solupopulaatio olisi sisältänyt sekä 
GFP-positiivisia että GFP-negatiivisia soluja. Tällaisessa tilanteessa voi olla, että GFP-
negatiiviset solut jakaantuvat nopeammin ja siten niiden osuus kokonaissolupopulaatiossa 
kasvaa. On todettu, että GFP saattaa olla soluille toksista ja saa solut ajautumaan herkemmin 
apoptoosiin (Liu ym. 1999). Koska GFP:n ilmentyminen kasvainsoluissa jäi varmistamatta, 
täytyy ottaa huomioon myös tällainen virheen mahdollisuus. On siis mahdollista, että kasvain 
olisikin muodostunut sellaisista BT4C soluista, jotka eivät ilmennä GFP-proteiinia. Tämän 
poissulkemiseksi GFP-värjäyksen onnistuminen olisi ollut välttämätöntä. Tätä teoriaa vastaan 
puhuu kuitenkin se, että vain neljälle rotalle kymmenestä GFP-ryhmän rotasta kehittyi kas-
vain. Lisäksi on huomioitava siirtogeenin hiljentymisen mahdollisuus. On todettu, että siirto-
geenin ilmentyminen saattaa loppua in vivo, vaikka se olisi toiminut in vitro(Stevanato ym. 
2009). Retroviruksiin pohjautuvilla virusvektoreilla tällainen ilmentymisen päättyminen saat-
taa johtua siirtogeenin metyloinnista in vivo (Lavie ym. 2005).Aiemmissa tutkimuksissa, jois-
sa niin ikään on käytetty BT4C-soluja rottien aivokasvainten aikaansaamiseksi, on kasvainten 
muodostuminen ollut tehokkaampaa ja kasvainten laatu aggressiivisempi. 
 
Myös 15-LO-1 värjäys olisi antanut mielenkiintoista tietoa tulosten tulkinnan kannalta. Tätä 
värjäystä ei kuitenkaan tehty, koska yksikään 15-LO-1 siirtogeenisistä rotista ei kehittänyt 
kasvainta. Jos 15-LO-1 siirtogeenisissä rotissa olisi esiintynyt kasvaimia, olisi värjäyksellä 
voitu osoittaa 15-LO-1-proteiinin ilmentyminen kasvaimessa. 
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Koska 15-LO-1-ryhmän rotille ei kehittynyt ainuttakaan kasvainta ja kontrolliryhmälle kas-
vaimia kehittyi neljä, voidaan olettaa, että 15-LO-1-geenillä saattoi olla kasvaimen muodos-
tumista ehkäisevä vaikutus. Tuloksen voidaan sanoa olevan tilastollisesti merkitsevä, koska p-
arvo on 0,038. Jotta voitaisiin sano, mistä tämä vaikutus johtui, tarvitaan tarkempia tutkimuk-
sia. Jatkotutkimuksena tehtiinkin yllämainittu koe, jossa MOI 1 käyttäen myös transdusoitiin 
BT4C-solut 15-LO-1 ja GFP geeneillä. Osa 15-LO-1-rotista kehitti aivokasvaimen. Tässä 
jatkotutkimuksessa on mahdollista vertailla kontrolliryhmässä sekä 15-LO-1-ryhmässä esiin-
tyvien kasvainten eroa. Tässä tapauksessa esimerkiksi kapillaarien määrän vertailu kasvainten 
välillä antaisi mielenkiintoista tietoa 15-LO-1:n vaikutuksesta angiogeneesiin. 
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